Development of an analytical method for determination of mycotoxins in food samples by Kalan, Jasna
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
 
 
 
 
 
 
JASNA KALAN 
 
 
 
 
MAGISTRSKA NALOGA 
 
 
 
UNIVERZITETNI ŠTUDIJSKI PROGRAM INDUSTRIJSKA 
FARMACIJA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
JASNA KALAN 
 
 
 
 
RAZVOJ ANALIZNE METODE ZA UGOTAVLJANJE MIKOTOKSINOV V 
PREHRANSKIH VZORCIH 
 
 
 
DEVELOPMENT OF AN ANALYTICAL METHOD FOR DETERMINATION OF 
MYCOTOXINS IN FOOD SAMPLES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
Jasna Kalan  Diplomska naloga 
 
 
Magistrsko nalogo sem opravljala na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko na Fakulteti 
za farmacijo Univerze v Ljubljani pod mentorstvom izr. prof. dr. Roberta Roškarja, mag. 
farm.  
 
 
 
ZAHVALA 
Najprej bi se rada zahvalila izr. prof. dr. Robertu Roškarju, mag. farm. za vso strokovno 
pomoč in svetovanje pri nastajanju magistrske naloge ter za razmišljanje izven okvirjev. 
Zahvaljujem se tudi zaposlenim na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko in vsem, ki so 
pripomogli k pozitivnem vzdušju ob laboratorijskem delu. 
In nenazadnje, zahvalila bi se domačim in bližnjim, ter Eriki, Ani in Valentini za vso podporo 
ob študiju in nastajanju zaključne naloge. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IZJAVA  
Izjavljam, da sem magistrsko nalogo samostojno izdelala pod vodstvom izr. prof. dr. Roberta 
Roškarja, mag. farm.  
 
Jasna Kalan
Jasna Kalan  Magistrska naloga 
 
IV 
 
VSEBINA 
1 UVOD ........................................................................................................................................ 1 
1.1 Plesni .................................................................................................................................. 1 
1.1.1 Taksonomija ............................................................................................................... 1 
1.1.2 Uporaba v hrani in farmaciji ...................................................................................... 1 
1.1.3 Negativni učinki plesni ............................................................................................... 2 
1.2 Mikotoksini – splošno, razdelitev po skupinah .................................................................. 3 
1.2.1 Aflatoksini .................................................................................................................. 3 
1.2.2 Ohratoksini ................................................................................................................. 5 
1.2.3 Deoksinivalenol .......................................................................................................... 5 
1.2.4 Zearalenon .................................................................................................................. 6 
1.2.5 Patulin ........................................................................................................................ 7 
1.3 Regulativa .......................................................................................................................... 8 
1.4 Obstoječe analizne metode ............................................................................................... 10 
2 NAMEN DELA........................................................................................................................ 11 
3 MATERIALI IN METODE ..................................................................................................... 12 
3.1 Materiali ........................................................................................................................... 12 
3.1.1 Standardi................................................................................................................... 12 
3.1.2 Realni vzorci ............................................................................................................ 12 
3.1.3 Topila in reagenti ..................................................................................................... 13 
3.1.4 Naprave in pribor ..................................................................................................... 14 
3.2 Metode .............................................................................................................................. 15 
3.2.1 LC-MS/MS analiza .................................................................................................. 15 
3.2.2 Postopek priprave vzorca za aflatoksine, ohratoksin, zearalenon in deoksinivalenol
 16 
3.2.3 Vrednotenje končnega postopka za aflatoksine, ohratoksin A, deoksinivalenol in 
zearalenon ................................................................................................................................ 22 
3.2.4 Postopek priprave vzorca za patulin ......................................................................... 24 
3.2.5 Vrednotenje končnega postopka za patulin .............................................................. 26 
4 REZULTATI IN RAZPRAVA ................................................................................................ 29 
4.1 Metoda za ekstrakcijo mikotoksinov iz realnih vzorcev .................................................. 29 
4.1.1 Osnovni ekstrakcijski postopek za kosmiče, rozine in orehe ................................... 30 
4.1.2 Postopek priprave vzorca za aflatoksine, ohratoksin A, zearalenon in 
deoksinivalenol......................................................................................................................... 30 
4.1.3 Izbira ekstrakcijskega topila za zmanjšanje učinka ozadja ...................................... 33 
Jasna Kalan  Magistrska naloga 
 
V 
 
4.1.4 Vrednotenje končne metode ..................................................................................... 47 
4.1.5 Realni vzorci ............................................................................................................ 50 
4.2 Metoda za ekstrakcijo patulina iz jabolk in izdelkov iz jabolk ........................................ 53 
4.2.1 Optimizacija postopka za ekstrakcijo patulina ......................................................... 53 
4.2.2 Druge modifikacije ekstrakcijskega postopka .......................................................... 53 
4.3 Vrednotenje končne metode za patulin ............................................................................ 54 
4.3.1 Realni vzorci ............................................................................................................ 56 
5 SKLEP ...................................................................................................................................... 59 
6 LITERATURA ......................................................................................................................... 62 
 
  
Jasna Kalan  Magistrska naloga 
 
VI 
 
KAZALO PREGLEDNIC 
Preglednica I Gradienti program LC-MS/MS metode ..................................................................... 15 
Preglednica II Nastavitve ionskega izvora ....................................................................................... 15 
Preglednica III Nastavitve za detekcijo analitov, kvantifikacijski MRM prehod je krepko označen
 .......................................................................................................................................................... 16 
Preglednica IV Priprava osnovnih raztopin mikotoksinov ............................................................... 16 
Preglednica V Optimizacija postopka za pripravo vzorca iz ovsenih kosmičev .............................. 17 
Preglednica VI Optimizacija postopka za pripravo vzorca iz rozin ................................................. 18 
Preglednica VII Optimizacija postopka za pripravo vzorca iz orehov ............................................. 19 
Preglednica VIII Modifikacije mas in volumnov topil za prilagoditev postopka na manjše količine
 .......................................................................................................................................................... 19 
Preglednica IX Preverjanje postopka pri dodatnem prečiščevanju vzorcev z Agilent EMR 
Lipid(dSPE) ...................................................................................................................................... 20 
Preglednica X Modifikacija postopka na kosmičih za dodatno čiščenje vzorcev s SupelQuE ........ 21 
Preglednica XI Priprava vzorcev za vrednotenje ekstrakcije*, učinka ozadja*, linearnosti, meje 
določitve, območja linearnosti, ponovljivosti in točnosti metode za aflatoksine, ohratoksin A, 
deoksinivalenol in zearalenon .......................................................................................................... 23 
Preglednica XII Optimizacija volumna topila za ekstrakcijo patulina ............................................. 25 
Preglednica XIII Druge modifikacije postopka za ekstrakcijo patulina ........................................... 25 
Preglednica XIV Priprava vzorcev za vrednotenje ekstrakcije3, učinka ozadja3, linearnosti, meje 
določitve, območja linearnosti, ponovljivosti in točnosti metode za patulin ................................... 27 
Preglednica XV Učinek ozadja [%] na mikotoksine po treh različnih postopkih za tri različne 
vzorce ............................................................................................................................................... 30 
Preglednica XVI Optimizacija razmerja vode in ekstrakcijskega topila ter vpliv zmanjšanja mase 
vzorca pri ovsenih kosmičih na učinek ozadja [%], označen je referenčni postopek ...................... 31 
Preglednica XVII Optimizacija razmerja vode in ekstrakcijskega topila ter vpliv zmanjšanja mase 
vzorca pri rozinah na učinek ozadja [%], označen je referenčni postopek ...................................... 32 
Preglednica XVIII Optimizacija razmerja vode in ekstrakcijskega topila ter vpliv zmanjšanja mase 
vzorca pri orehih na učinek ozadja [%], označen je referenčni postopek ........................................ 32 
Preglednica XIX Vpliv priprave vzorca iz rozin z različnimi topili na učinek ozadja [%] .............. 34 
Preglednica XX Vpliv priprave vzorca iz kosmičev z različnimi topili na učinek ozadja [%] ........ 34 
Preglednica XXI Vpliv priprave vzorca iz orehov z različnimi topili na učinek ozadja [%] ........... 34 
Preglednica XXII Primerjava učinka ozadja [%] med običajnim in na petino zmanjšanim 
postopkom za rozine pri uporabi acetonitrila in etil acetata ............................................................. 35 
Preglednica XXIII Primerjava učinka ozadja [%] med običajnim in na petino zmanjšanim 
postopkom za kosmiče pri uporabi acetonitrila in etil acetata ......................................................... 35 
Preglednica XXIV Primerjava učinka ozadja [%] med običajnim in na petino zmanjšanim 
postopkom za orehe pri uporabi različnega razmerja acetonitrila .................................................... 36 
Preglednica XXV Vpliv dodatnega čiščenja vzorcev z EMR Lipid na izkoristek postopka (%) .... 38 
Preglednica XXVI Izkoristki (%) in ponovljivost postopka (RSD) dodatnega čiščenja vzorca z 
Agilent EMR Lipid (n=4) ................................................................................................................. 39 
Preglednica XXVII Izkoristki postopka (%) za vse tri vrste vzorcev v primeru uporabe kombinacije 
MgSO4 in natrijevega acetata ........................................................................................................... 41 
Preglednica XXVIII Preverjanje filtracije zmesi standardov mikotoksinov, podan je izkoristek pri 
filtraciji glede na nefiltrirano zmes ter ponovljivost postopka (n=3) ............................................... 44 
Preglednica XXIX Izkoristek postopka vzorcev (%), pripravljenih po navodilih proizvajalca za 
enostopenjske kartuše Afla-Zea ....................................................................................................... 46 
Jasna Kalan  Magistrska naloga 
 
VII 
 
Preglednica XXX Izkoristek postopka vzorcev (%), pripravljenih po navodilih proizvajalca za 
enostopenjske kartuše ToxiDon ....................................................................................................... 46 
Preglednica XXXI Izkoristek postopka vzorcev (%), pripravljenih po navodilih proizvajalca za 
enostopenjske kartuše ToxiTricho ................................................................................................... 46 
Preglednica XXXII Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje 
linearnosti za vzorce pripravljene iz ovsenih kosmičev ................................................................... 48 
Preglednica XXXIII Ponovljivost in točnost metode pri dveh različnih koncentracijah (50 in 75%) 
za vzorec ovseni kosmiči.................................................................................................................. 48 
Preglednica XXXIV Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje 
linearnosti za vzorce pripravljene iz rozin ....................................................................................... 49 
Preglednica XXXV Ponovljivost in točnost metode pri dveh različnih koncentracijah (50 in 75%) 
za vzorec rozine ................................................................................................................................ 49 
Preglednica XXXVI Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje 
linearnosti za vzorce pripravljene iz orehov..................................................................................... 49 
Preglednica XXXVII Ponovljivost in točnost metode pri dveh različnih koncentracijah (50 in 75%) 
za vzorec orehi ................................................................................................................................. 50 
Preglednica XXXVIII Testirani realni vzorci z določeno vsebnostjo mikotoksinov v µg/kg ......... 51 
Preglednica XXXIX Izkoristek postopka (%) za patulin iz jabolčnega soka pri uporabi različnih 
volumnov topila ............................................................................................................................... 53 
Preglednica XL Izkoristek postopka (%) za patulin iz jabolčnega soka pri različnih modifikacijah 
postopka ........................................................................................................................................... 54 
Preglednica XLI Primerjava izkoristka postopka (%) in učinka ozadja (%) pred in po dodatnem 
čiščenju z EMR Lipid (dSPE) .......................................................................................................... 54 
Preglednica XLII Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje 
linearnosti metode za vzorec, pripravljen iz jabolčnega soka .......................................................... 55 
Preglednica XLIII Ponovljivost in točnost pri dveh koncentracijah za vzorec, pripravljen iz 
jabolčnega soka ................................................................................................................................ 55 
Preglednica XLIV Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje 
linearnosti za vzorec pripravljen iz jabolka ...................................................................................... 55 
Preglednica XLV Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje 
linearnosti za vzorec pripravljen iz jabolčnega čipsa ....................................................................... 55 
Preglednica XLVI Vsebnost patulina v realnih vzorcih podano v µg/kg ......................................... 56 
 
  
Jasna Kalan  Magistrska naloga 
 
VIII 
 
KAZALO SLIK 
Slika 1 Primerjava izkoristka postopka (%) za pripravo vzorca ovsenih kosmičev z acetonitrilom in 
etil acetatom ..................................................................................................................................... 37 
Slika 2 Primerjava izkoristka postopka (%) za pripravo vzorca rozin z acetonitrilom in etil acetatom
 .......................................................................................................................................................... 37 
Slika 3 Primerjava izkoristka postopka (%) za pripravo vzorca orehi z različnim razmerjem topila 
voda/acetonitril ................................................................................................................................. 37 
Slika 4 Vpliv mase zrnc EMR Lipid in zmanjšanje količine vzorca na izkoristek ekstrakcije (%) . 39 
Slika 5 Primerjava izkoristka ekstrakcije (%) po dodatnem prečiščevanju vzorcev iz ovsenih 
kosmičev, rozin in orehov z EMR Lipid in SupelQuE ..................................................................... 40 
Slika 6 Primerjava izkoristka postopka (%) pri vzorcu ovsenih kosmičev ob uporabi natrijevega 
citrata ali natrijevega klorida v kombinaciji z MgSO4 za izsoljevanje ............................................. 42 
Slika 7 Primerjava izkoristkov (%) modificiranih postopkov priprave vzorca rozin ....................... 43 
Slika 8 Stabilnost aflatoksinov, raztopljenih v acetonitrilu, na sobni temperaturi, izpostavljeni 
svetlobi (vsebnost [%])..................................................................................................................... 45 
 
  
Jasna Kalan  Magistrska naloga 
 
IX 
 
POVZETEK 
Plesni so že dolgo razširjene v prehrani, uporabljajo se tudi v farmaciji (npr. proizvodnja 
penicilina). A so tudi neželene, nezahtevne za rast in sčasoma povzročajo razkroj v svoji 
okolici. V boju za življenjski prostor in hrano izločajo mikotoksine, med katerimi je nekaj 
zakonsko omejenih v prehranskih izdelkih. 
Namen magistrske naloge je bil razviti analizno metodo za zaznavo izbranih reguliranih 
mikotoksinov (aflatoksini B1, G1, B2, G2, ohratoksin A, deoksinivalenol, zearalenon in 
patulin) v različnih prehranskih vzorcih, in sicer z visoko vsebnostjo škroba, sladkorjev in 
maščob. Obstoječe metode predpriprave vzorca iz izbranih člankov smo preizkusili, 
poenostavili in optimizirali z namenom vpeljave poenotenega postopka priprave vzorca. 
Preverili smo vpliv razmerja vode in različnih ekstrakcijskih topil na učinek ozadja in 
izkoristek ekstrakcije, vpliv količine in vrste soli za ekstrakcijo, dodatek kisline ter 
možnosti dodatnega čiščenja vzorcev z disperzno ekstrakcijo na trdni fazi. 
Najprej smo razvili instrumentalno metodo za sočasno analizo vseh osmih mikotoksinov, 
ki temelji na tekočinski kromatografiji, sklopljeni z masno spektrometrijo tipa trojni 
kvadrupol. Ker se patulin zelo razlikuje po fizikalno-kemijskih lastnostih od ostalih 
mikotoksinov in se tudi specifično pojavlja v vzorcih hrane, smo zanj razvili ločen 
postopek priprave vzorca. Oba postopka (za patulin in za ostale izbrane mikotoksine) smo 
po optimizaciji ovrednotili v smislu selektivnosti, linearnosti, ponovljivosti, točnosti, meje 
določitve, izkoristka ekstrakcije in učinka ozadja. Analizno metodo za patulin smo uspešno 
validirali v treh vrstah vzorcev, meja določitve pa je bila dovolj nizka, da je metoda 
primerna tudi za analizo otroške hrane. Metodo za ostale mikotoksine smo tudi validirali 
na treh vrstah vzorcev hrane, a so se pojavila določena odstopanja, še zlasti za ohratoksin 
A zaradi nižjega izkoristka ekstrakcije, kar pa je smiselno v prihodnje še prilagoditi. Kljub 
temu smo uspešno vpeljali analizno metodo, s katero smo sposobni zaznati sedem 
mikotoksinov na zakonsko predpisanih mejah  
Analizno metodologijo smo uporabili na več kot 50 izdelkih hrane, za vsako skupino 
(žitarice, suho sadje, oreški in izdelki iz jabolk) smo zbrali med 10 in 15, tako 
komercialnih kot tudi domačih vzorcev. Testirali smo tudi s plesnijo kontaminirane vzorce. 
V nobenem od normalnih izdelkov nismo našli prisotnosti mikotoksinov, uspešno pa smo 
določili patulin, deoksinivalenol, ohratoksin A in zearalenon v vidno kontaminiranih 
vzorcih. 
Ključne besede: mikotoksini, prehranski vzorci, določanje, QuEChERS, LC-MS/MS  
Jasna Kalan  Magistrska naloga 
 
X 
 
ABSTRACT 
Molds are widely spread in food production and are also used in pharmacy (e.g. production 
of penicillin). On the other hand, they are also unwanted, very modest about growth 
conditions and tend to cause degradation of their environment. In fight for habitat and food 
they start producing mycotoxins, some of which are dangerous enough to be regulated by 
law in food commodities. 
The main purpose of our work was to develop an analytical method for detection of some 
of regulated mycotoxins (aflatoxins B1, G1, B2, G2, ochratoxin A, deoxynivalenol, 
zearalenone and patulin) in different types of food, including starchy samples, samples rich 
in sugars and lipids. We tested some literature methods of sample preparation, then we 
simplified and optimised them to make a unified method for preparation of all sample 
types. We researched the influence of water and organic solvent ratio and the effect of 
different solvents on matrix effect and extraction efficiency. Furthermore, we inspected the 
effect of quantity and type of extraction salts, addition of acid and sample cleaning with 
dispersive solid phase extraction. 
Firstly, we developed an instrumental method for multiresidue analysis of all 8 mycotoxins 
based on liquid chromatography tandem mass spectrometry. Because patulin differs from 
other mycotoxins in physico-chemical properties and also occurs in dissimilar types of 
food, we developed a separate sample preparation method for patulin. We validated both 
methods for selectivity, linearity, repeatability, accuracy, limit of quantitation, extraction 
efficiency and matrix effect. The method for patulin was successfully validated in three 
types of samples with achieved limit of quantitation low enough to analyse baby food 
samples. The method for other mycotoxins was also validated showing some deviations, 
especially for ochratoxin A, mostly because of low extraction yield, which need further 
development. However, we successfully developed an analytical method for detection of 
seven mycotoxins in concentration range within their regulation of law. 
We applied the method to more than 50 food samples, at least 10 for each separate group 
(grains, dried fruits, nuts and apple products), which we bought in a store or were 
homemade. None of the store-bought sample contained mycotoxins, but we detected 
patulin, deoxynivalenol, ochratoxin A and zearalenone in visibly contaminated samples. 
Keywords: mycotoxins, food samples, detection, QuEChERS, LC-MS/MS  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ACN – acetonitril 
AFB1 – aflatoksin B1 
AFB2 – aflatoksin B2 
AFG1 – aflatoksin G1 
AFG2 – aflatoksin G2 
DON – deoksinivalenol 
DR – prilagojena delovna raztopina 
dSPE – disperzna ekstrakcija na trdno fazo (ang. dispersive Solid Phase Extraction) 
EGS – evropska gospodarska skupnost 
ESI – elektrorazprševalna ionizacija (ang. Electrospray Ionization) 
EtOAc – etil acetat 
EU – Evropska unija 
FA – mravljinčna kislina (ang. Formic Acid) 
FLD – fluorescenčni detektor 
LC-MS/MS – tekočinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo 
(Liquid Chromatography coupled with Tandem Mass Spectrometry) 
LOQ – meja določitve (ang. Limit of Quantitation) 
MRM – multirezidualna analiza (ang. Multiple Reaction Monitoring) 
NZ – Nova Zelandija 
OTA – ohratoksin A 
PAT – patulin 
QuEChERS – hitra, učinkovita, poceni, lahka, robustna in varna tehnika za ekstrakcijo 
(ang. Quick   Easy   Cheap   Effective   Rugged   Safe) 
R2 – determinacijski koeficient  
RSD – relativni standardni odklon 
ZDA – Združene države Amerike 
ZEA - zearalenon 
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1 UVOD 
1.1 Plesni 
1.1.1 Taksonomija 
Kraljestvo gliv (ang. Fungi) sestavlja ogromno število heterotrofnih organizmov, ki jih 
povečini najdemo v prsti in na razkrajajočih se ostankih organskih snovi. So evkarionti s 
širokim sistemom notranjih membran, nanje vezanih celičnih organelov in močno celično 
steno iz polisaharidov in hitina. Med glivami obstaja ogromna raznolikost v velikosti in 
obliki, trenutno jih razvrščamo v sedem taksonomskih debel, ki glive razločujejo glede na 
način razmnoževanja. Microsporidia (notranji zajedavci živali in protistov), 
Chytridiomycota (edine prave glive, ki so zmožne samostojnega gibanja v vodnih fazah), 
Blastocladiomycota (gniloživke in paraziti vseh evkariontov), Neocallimastigomycota 
(anaerobni organizmi, živeči v prebavnem sistemu rastlinojedcev), Glomeromycota (tip 
glive, ki prodira v korenine rastlin in z njimi vzpostavi mikorizno simbiozo), 
Basidiomycota (sem spada večino vrst gob ter tudi listna rja in snet) in Ascomycota, ki je 
za obravnavano tematiko najpomembnejša (1, 2). 
Deblo Ascomycota nadalje sestavljajo še trije razredi znotraj katerih najdemo nekatere 
pomembne vrste organizmov. PLESNI so v nasprotju z bakterijami kompleksni organizmi, 
katerih micelije sestavljajo hife. Zaradi same zgradbe so uspešnejše pri širjenju in 
odpornejše na zunanje dejavnike, kar jim daje možnost proliferacije tudi tam, kjer drugi 
organizmi tega ne zmorejo. Razmnoževanje plesni je sicer lahko spolno, vendar se 
uspešneje in v veliko večjem obsegu razmnožujejo nespolno – s sporami. Mnoge vrste so 
sposobne prilagoditi tip spore glede na rastne pogoje. KVASOVKE so okrogli ali ovalni 
enoceličarji, ki se razmnožujejo predvsem z brstenjem, nekatere vrste pa so zmožne tvorbe 
psevdohif ali celo pravih hif ter razmnoževanja s cepitvijo. V tretji razred spada 
kombinacija prvih dveh razredov (2, 3). 
1.1.2 Uporaba v hrani in farmaciji 
Glive že od nekdaj uporabljamo v prehrani. Mezopotamci in stari Egipčani so znali variti 
pivo (ki je bilo takrat varnejša alternativa mikrobiološko zelo onesnaženi tekoči vodi), 
vendar pa niso vedeli da so za nastanek le-tega odgovorne kvasovke. Te so odgovorne tudi 
za nastanek alkohola v vinu in žganih pijačah, za mehurčke v šampanjcu, pa tudi za 
vzhajanje kruha (4).  
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Poleg kvasovk se v prehrani uporabljajo tudi plesni, in sicer Penicillium caseicolum in 
Penicillium camemberti za zorenje sirov Camembert in Brie ter Penicillium roqueforti za 
zorenje sira Roquefort. Sir postane mehak in mazav zaradi encimov, ki jih ti 
mikroorganizmi izločajo. Fermentacija s pomočjo plesni se uporablja tudi v mnogih 
tradicionalnih azijskih jedeh (4, 5). 
Prehrana pa ni edino področje, kjer so glive uporabne – njihovi (večinoma) sekundarni 
produkti so namreč pomembni tako v sodobni kot v tradicionalni medicini. Najbolj 
poznana je ekstrakcija penicilina iz plesni Penicillium chrysogenum (penicilin), vendar je 
dejanski nabor zdravilnih učinkovin pridobljenih s pomočjo plesni mnogo širši in zajema: 
druge protimikrobne učinkovine, imunosupresivne in protivnetne učinkovine, encime za 
proizvodnjo učinkovin, psihotropne učinkovine, statine, protirakave in protitumorne 
učinkovine. Pri proizvodnji tovrstnih učinkovin uporabljamo strogo nadzorovane seve 
plesni, pridobljene z izolacijo ali genetskim inženiringom (6).  
1.1.3 Negativni učinki plesni 
Človek sicer izkorišča plesni in njihovo delovanje v svoj prid, vendar pa te vedno niso 
dobrodošle. Gre za skupino organizmov, ki se preživlja z zunajcelično prebavo snovi na 
kateri raste, zato so lahko problematične v stanovanjskih objektih. V bivalne prostore lahko 
pridejo z zrakom, na obutvi in oblačilih, z dlako domačih ljubljenčkov ali manj 
dobrodošlih živalskih vrst, nato pa se ustalijo in začnejo razmnoževati na površinah, kjer je 
okolje zanje ugodno. Običajno jih najdemo na mestih, kjer pride do kondenzacije, torej 
stenah, ki mejijo na zunanjo površino zgradbe, ob oknih, za omarami in v kopalnicah, pri 
čemer velja, da je za plesen zelo hitro dovolj hranil – ne le gradbeni in pohištveni les ter 
karton, temveč tudi kovinsko (barvano) pohištvo, stene, knjige, oblačila in celo plastični 
izdelki lahko kažejo znake propadanja zaradi razvoja plesni. Te plesni sicer niso nujno 
akutno nevarne za vse ljudi, vendar pa sčasoma pride do izločanja spor, fragmentov in 
hlapnih organskih snovi v zrak v bivalnem prostoru, dodatno pa pride še do kemijske in 
biološke razgradnje materialov, na katerih se je razrasla plesen. To pa pri občutljivejših 
osebah zelo hitro privede do draženja kože, oči, nosne sluznice in grla, celo pri osebah, ki 
nimajo neposredno izražene alergije na plesni (7, 8).  
Ogroženi pa niso le bivalni prostori – morda še pomembneje – hrana deluje pravzaprav kot 
idealen ekosistem. Mnoge rastline in plesni so se razvijale tisoče let v soodvisnosti, semena 
in oreški, ki jih skladiščijo glodavci so omogočili razvoj skladiščnih plesni in tudi odpadlo 
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sadje je že od nekdaj predstavljalo izvrstno okolje za glive razkroja. Hrana je v nasprotju s 
prstjo, vodo in večino rastlin, odličen habitat za mikroorganizme, zato le praktično 
najzahtevnejši med njimi niso zmožni rasti v njej. Problematični so patogeni 
mikroorganizmi, ki pa za proizvodnjo toksinov poleg hranil običajno potrebujejo dodatne 
okoliščine. Vendar pa lahko že sama prisotnost mikroorganizmov hrano pokvari oz. 
organoleptično spremeni. Proizvedene toksine poimenujemo po skupinah glede na to, na 
katere organizme delujejo toksično. Produkti plesni, ki zavirajo bakterijsko rast (npr. 
penicilin) so običajno antibiotiki, tisti, ki škodijo rastlinam pa so fitotoksini (enak izraz 
pomeni tudi toksine, ki jih proizvajajo rastline, vendar ne gre za iste snovi). 300 do 400 
snovi, ki jih proizvajajo plesni, imenujemo mikotoksini, in so izrazito škodljivi 
organizmom iz poddebla vretenčarjev (7, 8). 
1.2 Mikotoksini – splošno, razdelitev po skupinah 
Mikotoksini so snovi naravnega izvora z nizko molekulsko maso, ki jih kot sekundarne 
produkte proizvajajo glive. Gre za skupino toksikološko in kemijsko heterogenih snovi, ki 
jih v isto skupino razvrščamo zgolj zaradi toksičnosti za vretenčarje, in zelo pogosto tudi 
za nevretenčarje, rastline in mikroorganizme. Snov, ki spada med mikotoksine, je toksična 
že v zelo nizkih odmerkih, v nasprotju z ostalimi toksičnimi produkti gliv (npr. etanol), ki 
postanejo nevarni šele v precej visokih odmerkih. Poleg tega velja tudi, da mikotoksine 
običajno proizvajajo plesni, ostale glive, vidne s prostim očesom, pa proizvajajo strupe 
(strupene gobe). Zastrupitve z mikotoksini imenujemo mikotoksikoze, do njih pa 
najpogosteje pride zaradi uživanja kontaminirane hrane (8). 
1.2.1 Aflatoksini 
Aflatoksini so bili prvič opaženi 1961 v Angliji, kjer je prišlo do bolezni »X« in z njo do 
smrti 100.000 puranov in nekaterih drugih rejnih živali. S pomočjo tankoplastne 
kromatografije so odkrili serijo fluorescirajočih snovi, ki so jih povezali s krmnim 
arašidovim zdrobom, okuženim z Aspergillus flavus. Od tod izhaja tudi ime: A za 
Aspergillus, FLA za flavus in končnica TOXIN (ang. strup) (9). 
Gre za skupino vsaj 14 snovi, med katerimi so najpomembnejši B1, G1, B2 in G2, saj so 
nevarni tako za človeka kot za rejne živali in se pojavljajo v vseh vrstah hrane in krme. 
Proizvaja jih družina plesni Aspergillus, in sicer vsi sevi A. flavus, pa tudi nekateri A. 
parasiticus in A. nomius (10, 11). 
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Najbolj tvegana skupina prehrane za kontaminacijo z aflatoksini so oreški in žitarice ter vsi 
produkti ki le-te vsebujejo. Spore plesni na rastlino zanesejo insekti, ki se prehranjujejo z 
rastlino, ali pa veter. Rastlina je lahko okužena površinsko, kjer plesen opazimo s prostim 
očesom, lahko pa se razvija znotraj rastline ali ploda, kjer je ne moramo opaziti. Bolj 
tvegana so področja s toplejšo klimo (> 32°C čez dan in > 24°C čez noč) ter z večjo 
nagnjenostjo k suši, saj ta prispeva k dodatni oslabitvi zaščitnih mehanizmov, s katerimi se 
rastlina bori proti plesni. Aflatoksini med rastjo pogosteje nastajajo na koruzi, bombažu in 
oreških, okužba med skladiščenjem pa je pogostejša pri kavi, rižu in zeliščih, kjer je 
okužba točkovna (neenakomerna), prisotnost aflatoksinov na okuženih točkah pa zelo 
visoka (10, 11). 
Aflatoksinov ne najdemo le v živilih rastlinskega izvora, ampak tudi v mleku in mlečnih 
izdelkih ter v mesu, saj se v jetrih sesalcev metabolizirajo do prav tako strupenega 
aflatoksina M1, ki se izloča z mlekom in se ne razgradi med proizvodnjo mlečnih 
proizvodov. Pri vnosu večje količine kontaminirane krme se lahko aflatoksini pojavijo tudi 
v mesu in jajcih (10, 11). 
Da so živila ali krma okuženi s plesnijo, ki proizvaja aflatoksine, lahko predvidevamo, če 
jih pregledujemo z ultravijolično lučjo (valovna dolžina 365 nm), pri čemer opazimo 
rumeno – zeleno fluorescenco. To lahko povzroča tudi kojinska kislina, ki sicer nastaja 
hkrati kot aflatoksini, zato je za dokaz prisotnosti aflatoksinov vedno potrebna sekundarna 
potrditev (11). 
Kemijsko gledano so aflatoksini difuranokumarini in so brezbarvni do rumeni kristali ali 
bel prah, zmožen fluorescence. Za aflatoksine B je značilna modra fluorescenca (B=blue) 
in za aflatoksine G zelena (G=green). Zmerno topni so v organskih topilih in do približno 
16 mg/L tudi v vodi (9, 12). 
Najpogosteje pride do vnosa aflatoksinov z uživanjem hrane/krme, ni pa zanemarljiva niti 
njihova inhalacijska izpostavljenost in dermalna absorpcija. Pri vnosu majhnih količin 
aflatoksinov običajno ne zaznamo neželenih učinkov, zaužitje večjih količin pa povzroči 
akutno aflatoksikozo, pri kateri pride do akutne odpovedi jeter, ki se konča s smrtjo. Pri 
izpostavljenosti nižjim odmerkom čez daljše obdobje pa pride do hepatocelularnega 
karcinoma, zavrtja rasti pri otrocih (izpostavljenost in-utero ter post-partum izpostavljenost 
mleku, ki vsebuje aflatoksin M) ter imunosupresije (zavrtje celično posredovane imunosti). 
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Pri rejnih živalih pri kronični izpostavljenosti pride do zmanjšane mlečnosti, nesnosti in 
manjšega prirasta (zmanjšano pridobivanje telesne mase) (10, 11, 13, 14). 
1.2.2 Ohratoksini 
Ohratoksin A, kot najpogostejši in najpomembnejši predstavnik skupine ohratoksinov, je 
bil prvič izoliran in kemijsko ovrednoten 1965 iz koruzne moke, ki je bila načrtno okužena 
s plesnijo Aspergillus ochraceus, po kateri je ta skupina mikotoksinov tudi dobila ime. 
Drugi pomemben proizvajalec ohratoksinov je Penicillium verrucosum, za določene 
podnebne pasove sta tudi pomembni A. niger (brasiliens) in A. carbonarius. Te plesni se 
ne razvijejo med rastjo rastlin, ampak med skladiščenjem pri zračni vlažnosti 15-20% ter 
temperaturah višjih od 15°C. Ker to skupino mikotoksinov proizvajajo vizualno zelo 
različne plesni, je prisotnost možna ob vsaki vidni plesni, vendar pa vidna razrast ni pogoj 
za nastanek mikotoksina, zato je možno, da je prisoten že ob značilnem vonju in okusu po 
plesni (15, 16). 
Ohratoksine pogosto vsebujejo vse vrste žitaric, kava, začimbe, grozdje in grozdni 
produkti, paprike, metuljnice (fižol, soja), oreški in celo nekatere vrste sušenih mesnin 
(salame, ribe) (16, 17). 
Kemijsko gledano je ohratoksin derivat fenilalanina (fenilalanin + ohratoksin alfa), je bel 
prah, ki fluorescira modro ali zeleno (odvisno od pH). Je zelo stabilna molekula, tako v 
trdnem kot v raztopini. Zelo slabo se topi v vodi (> 1 mg/L), zmerno do dobro pa v 
polarnejših organskih topilih (metanol, etanol, aceton) (18, 19). 
Ohratoksin je primarno toksičen za ledvica, vendar pa pri večjem vnosu prizadene tudi 
jetra. Povezan je z nefropatijo pri prašičih in perutnini, odgovoren pa naj bi bil tudi za 
balkansko endemično nefropatijo (Južna Evropa) in kronično intersticijsko nefropatijo 
(Tunizija in Severna Afrika), ki sta se pojavljali pri ljudeh. Klasificiran je tudi kot 2B – 
možni humani kancerogen, način delovanja pa ni znan. Do vnosa pride z zaužitjem 
kontaminiranih hranil, vendar pa tudi inhalacija prahu (žitaric) ni zanemarljiva, predvsem 
ker ima ohratoksin zelo dolg razpolovni čas (35 dni) v človeškem telesu (16, 17, 20). 
1.2.3 Deoksinivalenol 
Deoksinivalenol, poznan tudi kot toksin bruhanja (ang. vomitotoxin), spada v ogromno 
skupino (okrog 200 strukturno podobnih molekul) seskviterpenov, ki jih imenujemo tudi 
trihoteceni (ang. trichothecenes). Največ deoksinivalenola proizvede Fusarium 
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graminearum, v nekaterih podnebjih pa tudi F. culmorum. Za te sorte plesni je značilno, da 
uspešno preživijo na strnišču na obolelih ostankih posevka, pri naslednji setvi pa okužijo 
že mlado rastlino. Značilne so zgolj za žitarice, opazne pa so kot rožnata do škrlatna razrast 
plesni po koruznem storžu oziroma po žitnem klasu. Za razliko od mnogih ostalih 
mikroorganizmov so sposobni sobivanja z drugimi plesnimi, ki proizvajajo mikotoksine. 
Nedavno objavljeni podatki kažejo, da je zaradi njih prizadeto tudi do 73% žitnega in 92% 
koruznega pridelka v Severni Ameriki (21–23). 
Deoksinivalenol tvori brezbarvne igličaste kristale, lahko topen je tako v vodi kot v 
organskih topilih. Dolgoročno je zelo stabilen in je odporen na povišano temperaturo in 
ultravijolično svetlobo (24). 
Do zastrupitve z deoksinivalenolom pride zaradi uživanja kontaminiranih žitaric in 
njihovih produktov. Med običajnim procesiranjem hrane ne pride do bistvenega uničenja 
toksina. Akutni toksični učinek pri ljudeh je bruhanje ter ostali simptomi, ki jih običajno 
povezujemo z zastrupitvijo s hrano, kronično pa pospešuje celično smrt, pri miših deluje 
teratogeno ter glede na odmerek imunosupresivno ali imunostimulatorno. Od živali najbolj 
prizadene prašiče, saj lahko že koncentracije nad 1 ppm izzovejo bruhanje. Občasno se 
pojavijo tudi toksikoze zaradi hrane pri družnih živalih (21, 22, 25). 
1.2.4 Zearalenon 
Tudi zearalenon tako kot deoksinivalenol proizvaja družina plesni Fusarium sp. 
(F.graminearum, F. culmorum, F. roseum in druge), torej specifično ista skupina 
organizmov, enaki so tudi pogoji za tvorbo deoksinivalenola, zato lahko najdemo oba 
toksina hkrati. Te plesni okužijo pridelek že na polju. Pogoji so zmerno hladno podnebje in 
zadostna količina vlage, glede na letne vremenske pogoje in geografsko lokacijo pa se 
pojavnost zearalenona iz leta v leto spreminja (26, 27). 
Zearalenon najpogosteje najdemo v žitaricah. Pogosto ga najdemo v koruzi (Zea mays), pa 
tudi v pšenici, ječmenu, sirku in ostalih rastlinah iz družine trav (Poceae) (26, 28). 
Kemijsko ga uvrščamo med laktone resorcilne kisline (ang. resorcylic acid lactones). V 
čisti obliki je bel prah oziroma v obliki drobnih belih kristalov. Lahko topen je v etru, 
benzenu in alkoholih, praktično netopen pa v vodi. Zelo je stabilen, in ga ne uničimo niti 
pri toplotni obdelavi hrane/krme (28, 29). 
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Zearalenonu smo izpostavljeni predvsem pri uživanju kontaminiranih koruznih in žitnih 
izdelkov, pa tudi pri zaužitju mesa ali drugih živalskih produktov, če se je žival 
prehranjevala z zelo kontaminirano krmo. Možna je seveda tudi izpostavljenost z 
vdihavanjem v okoljih, kjer se skladiščijo žitarice. Posebnost zearalenona je močna 
estrogena aktivnost, ki se pri metabolizmu v nekaterih primerih celo poveča, namesto 
zmanjša – metabolit zearalenona α-zearalenol se na primer zaradi svoje anabolične 
aktivnosti v nekaterih (ameriških) državah uporablja kot pospeševalec rasti za govedo. 
Posebej občutljivi na zearalenon so prašiči, saj že nizki odmerki (< 5,0 ppm) povzročajo 
manjša legla slabše razvitih prašičkov in hiperestrogenizem pri svinji, višji odmerki (> 12,0 
ppm) pa lahko povzročijo spontane splave, zmanjšano plodnost in navidezno brejost pri 
kravah. Poleg estrogenega delovanja deluje tudi imunotoksično, neposredne smrti zaradi 
uživanja z zearalenonom kontaminirane hrane/krme pa niso opisane (26, 27, 30). 
1.2.5 Patulin 
Patulin proizvaja kar nekaj družin plesni iz rodov Penicillium, Aspergillus in Bysochlamis, 
med katerimi je tudi Penicillium patulinum, po kateri je dobil ime. Največ patulina 
proizvede Penicillium expansum, modra plesen, ki je pogosto prisotna pri klasični rjavi 
gnilobi jabolk (31, 32). 
Patulin najdemo tudi v hruškah, jagodah, mangu, marelicah, breskvah, grozdju, jagodičju, 
bananah in paradižniku, ter v njihovih produktih, kot so sokovi, kaše, fermentirani 
produkti, koncentrati in kompoti. Ker do rasti plesni in posledično nastanka toksina pride 
po poškodbi kože/skorje/lupine sadeža in pri skladiščenju, je kakršnakoli prisotnost toksina 
v produktih označevalec kvalitete ter tudi ravnanja s sadjem pred trgatvijo in po njej (33, 
34). 
Patulin po strukturi spada med poliketidne laktone. Tvori prozorne kristale brez vonja. 
Zmerno topen je v vodi in večini organskih topil, nestabilen je v alkalnem. Toksičen je za 
večino živih sistemov – bakterije, sesalske celične kulture, višje rastline in živali. V 40. 
letih prejšnjega stoletja so preiskovali njegove antibiotične lastnosti, vendar so raziskave 
precej hitro opustili zaradi imunogenih, nevrotoksičnih, embriotoksičnih in genotoksičnih 
reakcij patulina pri testnih živalih. Akutno toksičen je tudi za ljudi – povzroča krče, 
dispnejo, pljučne edeme, gastrointestinalne lezije ter bruhanje (31, 34–36). 
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1.3 Regulativa 
Proti delovanju mikotoksinov ni na voljo zdravil. Zato za preprečevanje zastrupitev z 
mikotoksini ukrepamo na principu preprečevanja razrasti plesni. Vključujemo dobro 
kmetijsko prakso, kot na primer natančno sušenje pridelka pred spravilom, poleg tega 
uporabljamo tudi znanstveno naprednejše pristope, kot je na primer pridobivanje naravne 
odpornosti proti plesnim z načrtnim križanjem rastlin, uporaba biokontrole (uporaba 
organizma za zavrtje razvoja ali razširitve drugega organizma), uporaba genetskega 
inženiringa za razvoj odpornosti proti plesni in tarčno izključevanje genov za produkcijo 
mikotoksinov. Ker pa gre za povsem naravne kontaminante hrane, je popolna odstranitev 
iz prehranske verige praktično nemogoča – zato se v praksi še vedno velik del hrane 
preprosto izloči po naključnih presejalnih testih. Države nadzirajo vsebnost mikotoksinov 
na osnovi postavljenih zakonskih mej v hrani in celo v krmi (8). 
V Sloveniji je veljavna zakonodaja, ki ureja mikotoksine v hrani, sestavljena iz evropskih 
direktiv, priporočil in kodeksov. Prva uredba, ki se je dotaknila onesnaževal v hrani, je bila 
Uredba sveta (EGS) št. 315/93 in je zelo osnovno prepovedovala promet z živili s 
prisotnostjo snovi, ki lahko škodujejo javnemu zdravju. Naprednejša je bila Uredba sveta 
(EGS) št. 1881/2006, s katero so se po celotni Evropi poenotile mejne vrednosti 
pomembnejših onesnaževal živil, ki poleg mikotoksinov vključujejo tudi nitrate, kovine, 3-
monokloropropan-1,2-diol, dioksan in poliklorirane bifenile ter policilkične aromatske 
ogljikovodike. Kasneje je prišlo le do manjših sprememb, kjer so spremenili mejne 
vrednosti mikotoksinov v nekaterih živilih, pri katerih je težje doseči določene meje (npr. 
suhe fige) ali pa živilih, kjer so bile po ponovni oceni tveganja zaradi količine vnosa živila 
meje postavljene nižje. Poleg krovne zakonodaje se uredbe dotikajo tudi metod vzorčenja 
in zahtev za analizne metode, nujnih ukrepov ob uvozu in pregledov pred izvozom, 
obstajajo pa tudi priporočila za spremljanje onesnaževal ter »Codex Alimentarus«, ki je 
namenjen pridelovalcem in predelovalcem živil kot pravno neobvezujoča zbirka priporočil, 
standardov, smernic in dobre prakse, ki omogoča minimiziranje možnosti nastanka 
onesnaževal oziroma zmanjšanje vsebnosti s prilagoditvami proizvodnih procesov (37). 
Med različnimi zakonodajami (priloga 2), imamo v Evropi zdaleč najostrejšo (glede števila 
mikotoksinov, ki se nadzirajo) in tudi najbolj natančno razdelano (glede vrst hrane in 
surovin za hrano) zakonodajo v zvezi z vsebnostjo mikotoksinov tako v hrani (mejne 
vrednosti so predstavljene v prilogi 1) kot v krmi. Vključenih je 11 vrst toksinov, ki so z 
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vidika varovanja zdravja najbolj problematični, so pa to tudi vsi mikotoksini, ki so na 
področju Evropske unije nadzirani s strani zakonodaje (37). 
V prilogi 1 so skupine prehranskih izdelkov predstavljene nekoliko poenostavljeno glede 
na dejansko preglednico iz zakonodaje (37), saj se za nekatere skupine hrane glede na 
surovino ali glede na način predelave v prehranski izdelek, meje nekoliko razlikujejo. 
Aflatoksin M1 je zaradi izvora nastanka smiselno opazovati le v mleku in mlečnih izdelkih 
(10). Tudi pri drugih mikotoksinih opazimo, da se nadzorujejo le pri določenih skupinah 
prehrane. Patulin se na primer nadzira le v sadnih izdelkih oz. le v jabolčnih izdelkih, ker 
se plesen, ki ga proizvaja nahaja le na sadju (32). Zearalenon in deoksinivalenol 
proizvajajo enaki sevi plesni, ki se najpogosteje nahajajo na koruzi in žitaricah, prav tako 
pa enako velja za fumozine ter T-2 in HT-2 (26). Aflatoksini so regulirani skoraj v vseh 
navedenih izdelkih, saj so med toksini najbolj potentni, plesni, ki jih proizvajajo, pa rastejo 
praktično povsod (10). Za ohratoksin velja, da nastaja med skladiščenjem in se zato 
specifično nadzira v surovinah, ki se skladiščijo daljše obdobje. Seveda ne smemo 
izključiti navzkrižnih kontaminacij in možnosti rasti plesni pri neobičajnih pogojih, vendar 
pa zakonodaja tega ne obravnava (15). 
V prilogi 2 je prikazana globalna primerjava zakonodajnih zahtev glede prisotnosti 
mikotoksinov v hrani in ponekod v krmi. Navedene so najnižje dovoljene vrednosti 
mikotoksinov v katerikoli vrsti hrane ali krme, prav tako pa ni posebej omenjen nadzor 
aflatoksina B1 posamezno, saj veliko držav omejuje le skupno koncentracijo aflatoksinov. 
Opazimo lahko, da je evropska zakonodaja najbolj natančna, vsaj kar se tiče števila 
nadzorovanih mikotoksinov v hrani, največ pa jih omejuje tudi v krmi. Evropska 
zakonodaja pa vsekakor ni najstrožja v smislu samih mejnih vrednosti mikotoksinov v 
hrani – nekatere države, kot so Brazilija, Kitajska in Indonezija sicer omejujejo manjše 
število toksinov, so pa zato dovoljene meje toliko ostrejše. 
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1.4 Obstoječe analizne metode 
Ker je prisotnost mikotoksinov zakonsko omejena, je nujno, da obstajajo analitska orodja, s 
katerimi določamo njihovo prisotnost v prehranskih izdelkih. Priloga III prikazuje metode za 
različne tipe vzorcev, ob katerih so navedeni tarčni mikotoksini (ti so našteti v drugem 
stolpcu, označba +X predstavlja število dodatnih mikotoksinov, ki pa niso predmet te 
magistrske naloge). 
Za pripravo vzorcev največ uporabljamo ekstrakcijsko metodo QuEChERS (hitra, učinkovita, 
poceni, lahka, robustna in varna tehnika za ekstrakcijo - ang. Quick Easy Cheap Effective 
Rugged Safe), ki je bila sicer prvotno razvita za izolacijo zaostankov pesticidov iz prehranskih 
vzorcev, vendar pa se je izkazala za izvrstno tehniko tudi pri ekstrakciji drugih organskih 
molekul. Deluje na principu prenosa organskih molekul med vodo in organskim topilom, ki se 
z njo meša, nato pa po dodatku soli (najpogosteje MgSO4), ki močno veže vodo, ostane 
organska faza, v kateri je koncentrirana iskana organska molekula. Vzorce, ki izkazujejo večji 
učinek ozadja za izbran analit, lahko dodatno očistimo z dSPE (ekstrakcija na dispergirano 
trdno fazo), ki glede na tip vzorca vsebuje reverznofazno C18 ali pa tudi PSA (primarni in 
sekundarni amin). Prva stacionarna faza je namenjena odstranjevanju bolj nepolarnih nečistot, 
druga pa poskrbi za odstranitev sladkorjev in vodotopnih barvil (38). 
Uporabljamo tudi mikrovalovno ekstrakcijo ter ekstrakcijo na trdni fazi. Kot instrumentalno 
metodo najpogosteje uporabljamo tekočinsko kromatografijo, sklopljeno z masno 
spektrometrijo, redkeje pa plinsko kromatografijo, sklopljeno z masno spektrometrijo (po 
ustrezni derivatizaciji vzorca). Občasno uporabljamo tudi tekočinsko kromatografijo s 
fluorescenčnim detektorjem, ki je bolj občutljiva in selektivna glede na kromatografijo z 
ultravijolično detekcijo. Fluorescenčna detekcija je primerna za večje število mikotoksinov, 
saj le-ti izražajo naravno fluorescenco in zato ni potrebnega dodatnega koraka derivatizacije 
(npr. aflatoksini, ohratoksin A, zearalenon. 
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2 NAMEN DELA 
Glive in plesni se že od nekdaj uporabljajo v prehranski proizvodnji (alkoholne pijače, 
pekovski izdelki, zorjeni siri…), pomembne pa so tudi v farmaciji, njihov najbolj znan 
produkt je penicilin. Žal pa se ti heterotrofni mikroorganizmi pogosto naselijo v stanovanjske 
objekte, pohištvo, obleke in tudi hrano, kjer sčasoma povzročijo razkroj, lahko pa tudi 
izločajo dražeče snovi. Plesni v boju za življenjski prostor in hrano izločajo mikotoksine, med 
katerimi so nekateri tako nevarni, da njihovo prisotnost v prehranskih izdelkih regulira 
zakonodaja. 
Namen magistrske naloge je postaviti analizne metode za vrednotenje vsebnosti reguliranih 
mikotoksinov v različnih vrstah prehranskih vzorcev. Najprej bomo razvili instrumentalno 
metodo za zaznavo izbranih reguliranih mikotoksinov (aflatoksini B1, G1, B2, G2, ohratoksin 
A, deoksinivalenol, zearalenon in patulin) na osnovi LC–MS/MS, nato pa bomo preizkusili, 
poenostavili, optimizirali in čim bolj poenotili metode za ekstrakcijo mikotoksinov iz vzorcev 
bogatih s škrobom, sladkorjem in maščobami, ki smo jih povzeli po izbranih člankih. Izbrali 
bomo predstavnike treh različnih vzorcev živil (ovseni kosmiči, rozine in orehi), v katerih se 
mikotoksini pogosto pojavljajo.  
V namen predpriprave vzorca za LC-MS/MS analizo bomo preverjali optimalno maso vzorca, 
vrsto in količino ekstrakcijskega topila, uporabo različne količine različnih soli za 
QuEChERS ekstrakcijo, uporabnost dodatnega prečiščevanja vzorcev s pomočjo različnih vrst 
disperzne ekstrakcije na trdni fazi. Preverili bomo tudi možnost prilagoditve poskusov na 
manjšo skalo, s čimer bomo lahko količinsko zmanjšali porabo materialov, zlasti dragih 
standardov mikotoksinov. Optimizacija postopka bo potekala v smeri zmanjšanja učinka 
ozadja in povečanja učinkovitosti ekstrakcije, saj želimo mejo zaznave mikotoksinov postaviti 
na zakonsko določene meje v prehranskih izdelkih, oziroma, če bo časovno izvedljivo, razvili 
tudi dovolj občutljivo metodo za analizo mikotoksinov v otroški hrani. V primeru 
nezdružljivosti sočasne analize vseh osmih analitov zaradi strukturne heterogenosti izbranih 
mikotoksinov, bomo razvili vzporedne analizne metode za manjše število mikotoksinov. 
Optimizirano metodo oz. metode bomo nato ovrednotili na vseh treh vrstah vzorcev. 
Metodo bomo nato uporabili na realnih vzorcih, pri čemer bomo za vsako vrsto vzorca 
pridobiti 10 do 15 realnih vzorcev, tako komercialnih (kupljenih v trgovini) kot doma 
pridelanih. Pri vsaki od izbranih skupin živil bomo poskusili pridobiti tudi naravno 
kontaminirane vzorce, da bomo potrdili dejansko uporabnost metode. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
3.1.1 Standardi 
Aflatoxin zmes 1: Aflatoxin B1 (c=2,04 mg/L), Aflatoxin B2 (c=0,505 mg/L), Aflatoxin G1 
(c= 2,00 mg/L) in Aflatoxin G2 (c=0,508 mg/L) v acetonitrilu (Biopure, RömerLabs, 
Getzersdorf, Avstrija) 
Ochratoxin, koncentracija 50 mg/L v benzen:ocetna kislina (99:1) (Sigma – Aldrich, 
Steinheim, Nemčija) 
Zearalenone, koncentracija 50 mg/L v acetonitrilu (Sigma – Aldrich, Steinheim, Nemčija) 
Deoxynivalenol, koncentracija 200 mg/L v etilacetat:MeOH (95:5) (Sigma – Aldrich, 
Steinheim, Nemčija) 
Patulin, koncentracija 100 mg/L v kloroformu  (Sigma – Aldrich, Steinheim, Nemčija) 
Aflatoxin zmes 2: Aflatoxin B1 (c=2,0 mg/L), Aflatoxin B2 (c=0,5 mg/L), Aflatoxin G1 (c= 
2,0 mg/L) in Aflatoxin G2 (c=0,5 mg/L) v acetonitrilu (Triology Analytical Laboratory, 
Washington, ZDA) 
3.1.2 Realni vzorci 
Jabolčni sok Sola, Pivovarna Laško Union Ovseni kosmiči, Hofer 
Jabolčna kašica, Lumpi  Ovseni kosmiči, Mornflake 
Jagodni sok, Mercator Ovseni kosmiči, dm BIO 
Jabolčni sok, Lumpi (Fructal) Plesnivo pecivo 
Jabolčni sok, Dana Plesniv kruh 
Jabolčni sok Pingo – motni sok, Fructal Rozine, Lidl 
Jabolčni sok Fructal Superior nektar, Fructal Rozine (neznan izvor) 
Sok Frutek BIO jabolko, Fructal Sušen ananas, Odlično 
Sok Ekosok BIO (jabolko, hruška) – motni sok 
(SLO kmetije)  
Domače korenje 
Kašica Frutek BIO (jabolko, korenček), Fructal Domače maline 
Jabolčna kašica Babylove BIO, dm Domača marmelada, vidni znaki plesni 
Kašica Hippis BIO (jagoda, banana, jabolko), 
HIPP 
Domača paradižnikova omaka, vidni znaki 
plesni 
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Kašica Pingo smoothie (jabolko, hruška, 
marelica, banana), Fructal 
Orehi, Lidl 
Domači jabolčni sok Domači orehi 
Doma pripravljena kašica za dojenčka 
(jabolko/breskev), vidni znaki plesni 
Domači plesnivi orehi 
Sok Ekosok BIO jabolko/hruška – motni sok 
(SLO kmetije)  
Lešniki (neznan izvor) 
Jabolko (z modro plesnijo) Mleti lešniki  
Jabolko (z oranžno plesnijo) Arašidi Snack Fun Jumbo Pack, Hofer 
Jabolčni čips, Mercator Arašidi Snack Fun, Hofer 
Jabolčni čips, dm BIO Arašidovo maslo, Lidl 
Jabolčni čips, Hmezad hram Bučna semena (neznan izvor) 
Jabolčni krhlji, Hofer Študentska hrana, Mercator 
Ovseni kosmiči, Lidl  
 
3.1.3 Topila in reagenti 
Acetonitril (CH3CN), ≥ 99,9 %, M = 41,05 g/mol, LC-MS grade (Honeywell, Francija) 
Etanol (C2H5OH), 96 %, M = 46,07 g/mol (Pharmachem Sušnik, Ljubljana, Slovenija)  
Metanol (CH3OH), ≥ 99,9 %, M = 32,04 g/mol LC-MS grade (Sigma – Aldrich, Steinheim, 
Nemčija)  
Mravljinčna kislina (HCOOH), 98 – 100 % Suprapur®, M = 46,03 g/mol (Merck KgaA, 
Darmstadt, Nemčija)  
Ocetna kislina (CH3COOH), M = 60,05g/mol, 99,8%, reagent grade, (Sigma – Aldrich, 
Steinheim, Nemčija) 
Ultračista voda, pridelana z Milli-Q – Advantage A 10 (Millipore Corporation, Billerica, 
Massachusets, ZDA) 
Etil acetat (C4H8O2), ≥ 99,9 % M = 88,11g/mol, (Honeywell, Nemčija) 
n-heksan (C6H14), ≥97,0 %  M = 86,8 g/mol, (Honeywell, Nemčija) 
MgSO4 brezvodni, M=120,37 g/mol, (Merck, Darmstadt, Nemčija) 
NaCl, M=58,44 g/mol (Merck, Darmstadt, Nemčija) 
Natrijev acetat trihidrat, M= 136,08 g/mol (Merck, Darmstadt, Nemčija) 
Amonijev acetat, M= 77,08 g/mol (Merck, Darmstadt, Nemčija) 
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3.1.4 Naprave in pribor 
Polavtomatske pipete: 20 – 200 μL, 100 – 1000 μL (Eppendorf Research, Hamburg, Nemčija)  
Tehtnica AG 245 (Mettler Toledo, Greifensee, Švica)  
Ultrazvočni čistilnik Sonis 4 (Iskra, Kranj, Slovenija)  
Stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Železniki, Slovenija)  
Stresalnik Vibromix 403 EVT (Tehtnica, Železniki, Slovenija) 
Centrifuga Centric 322a (Tehtnica, Železniki, Slovenija)  
Laboratorijski mlin A10 BASIC (IKA, Wilmington, ZDA) 
Hladilnik 2-8 °C z zamrzovalnikom -20 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija)  
Plastične mikrocentrifugirke 2 mL (Eppendorf Research, Hamburg, Nemčija)  
Centrifugirke TPP, 15 mL (TPP, Techno Plastic, Products AG, Trasadingen, Švica)  
Centrifugirke TPP, 50 mL (TPP, Techno Plastic, Products AG, Trasadingen, Švica)  
QuEChERS set za dodatno prečiščevanje vzorcev dSPE EMR Lipid (Agilent Technologies, 
Santa Clara, California, ZDA) 
QuEChERS set za dodatno prečiščevanje vzorcev Supel™QuE (Merck, Darmstadt, Nemčija) 
Filtrni nastavki za brizgo Minisart® RC 0,2 µm (Sartorius, Göttingen, Nemčija) 
Steklovina: čaše, merilne bučke, merilni valj, viale, stekleni inserti  
Ostalo: nastavki za pipete, spatule, vzmeti za steklene inserte, zamaški za viale, Parafilm M, 
štoparica, škarje, pinceta, zaščitne rokavice 
Sistem za SPE:  
Oljna vakuumska črpalka (Gast Manufacturing Inc., Harbor, Michigan, ZDA)Kadička 
VisiprepTM Solid Phase Extraction Vacuum Manifold (Supelco, Bellefonte, Pensilvanija, 
ZDA)  
Kartuše SUPELCO (Supel™ Tox AflaZea (6 mL SPE Cartridge), Supel™ Tox Don (6 mL 
SPE Cartridge), Supel™ Tox Tricho (6 mL SPE Cartridge) (Supelco, Bellefonte,  
Pensilvanija, ZDA)  
LC/MS-MS sistem  
Agilent 1290 Infinity UHPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, ZDA)  
Agilent 6460 Triple Quadrupole LC-MS (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, 
ZDA)  
Ionski izvor: Jetstream® ESI ionski izvor  
Kolona: Kinetex Biphenyl 50 × 2,1 mm, 2,6 µm (Phenomenex, Torrance, Kalifornija, ZDA) 
Programska oprema MassHunter Workstation 
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3.2 Metode 
3.2.1 LC-MS/MS analiza 
Za analizo smo uporabljali LC-MS/MS metodo. Kromatografska ločba je potekala na koloni 
Kinetex Biphenyl 50 × 2,1 mm, 2,6 µm pri 35 °C. Injicirali smo 1 µL vzorca, čas analize je 
bil 13 minut, uporabili pa smo gradientno elucijo, pri čemer je bila mobilna faza A 1 mM 
amonijev acetat, mobilna faza B pa metanol. Pretoki in sestava mobilne faze so predstavljeni 
v preglednici I. 
Preglednica I Gradienti program LC-MS/MS metode 
Čas [min] Delež topila A [%] Pretok [mL/min] 
0 98 0,25 
2,0 98 0,25 
6,0 30 0,45 
9,0 5 0,45 
11,0 5 0,50 
11,1 98 0,50 
13,0 98 0,50 
 
Nastavitve ionskega izvora z elektrorazprševalno ionizacijo Agilent Jet Stream ESI so 
predstavljene v preglednici II. Izbrane analite smo merili z uporabo multirezidualne analize 
(MRM), v preglednici III so podani MRM prehodi, kolizijske energije, napetosti 
fragmentorja, polariteta ionizacije in retencijski časi analitov. 
Preglednica II Nastavitve ionskega izvora 
 Pozitivno Negativno 
Temperatura sušilnega plina 275 °C 275 °C 
Pretok plina 8 L/min 8 L/min 
Nebulizator 45 psi (3,1 bar) 45 psi (3,1 bar) 
Temperatura plašča 350 °C 350 °C 
Pretok plina v plašču 11 L/min 11 L/min 
Napetost na kapilari 4000 V 3600 V 
Napetost na šobi 1000 V 2000 V 
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Preglednica III Nastavitve za detekcijo analitov, kvantifikacijski MRM prehod je krepko označen 
Učinkovina MRM prehod 
[m/z] 
Napetost 
fragmentorja 
[V] 
Kolizijska 
energija [eV] 
Polariteta 
ionizacije 
Retencijski 
čas [min] 
Patulin* + 
155,0 → 99,1 100 12 
Pozitivna 
3,170 
 155,0 → 53,1 100 20 
Patulin- 
153,0 → 109,0 100 4 
Negativna 
3,170 
 153,0 → 81,1 100 12 
Ohratoksin A 
404,1 → 239,0 100 20 
Pozitivna 
5,285 
 404,1 → 221,0 100 36 
Deoksinivalenol 
297,1 → 249,1 100 4 
Pozitivna 
3,930 
 297,1 → 77,1 100 60 
Aflatoksin G2 
331,1 → 313,1 160 20 
Pozitivna 
6,131 
 331,1 → 189,1 160 44 
Aflatoksin G1 
329,1 → 243,1 160 24 
Pozitivna 
6,457 
 329,1 → 200,1 160 40 
Aflatoksin B2 
315,1 → 287,1 160 24 
Pozitivna 
7,030 
 315,1 → 259,1 160 28 
Aflatoksin B1 
313,1 → 285,1 160 20 
Pozitivna 
7,461 
 313,1 → 241,1 160 36 
Zearalenon 
317,1 → 175,1 160 24 
Negativna 
9,882 
 317,1 → 131,1 160 28 
* le za kvalitatitvno vrednotenje patulina 
3.2.2 Postopek priprave vzorca za aflatoksine, ohratoksin, zearalenon in 
deoksinivalenol 
3.2.2.1 Raztopine standardov 
Osnovno raztopino pripravimo po 1 mL iz posameznih raztopin mikotoksinov s 
koncentracijo 5 µg/mL v skladu s preglednico IV. Zmes pripravimo v mikrocentrifugirkah, 
dobro premešamo na vibracijskem mešalu in prenesemo v viale. Osnovno raztopino 
standardov uporabimo za razvoj metode na LC-MS/MS in pripravo ostalih raztopin. 
Preglednica IV Priprava osnovnih raztopin mikotoksinov 
Standard Volumen standarda Volumen metanola 
Aflatoksin zmes (skupna konc. 5 
µg/mL) 
200 µL (v insert) - 
Ohratoksin A (50 µg/mL) 100 µL 900 µL 
Zearalenon (50 µg/mL) 100 µL 900 µL 
Deoksinivalenol (200 µg/mL) 25 µL 975 µL 
Patulin (100 µg/mL) 50 µL 950 µL 
 
Delovno raztopino pripravimo iz raztopine zmesi standardov. V 5 mL merilno bučko 
prenesemo približno do polovice metanol, nato dodamo osnovne raztopine: 250 µL zmesi 
aflatoksinov, 250 µL ohratoksina A, 250 µL zearalenona, 125 µL deoksinivalenola ter 250 µL 
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patulina (preglednica IV). Z metanolom dopolnimo do oznake in bučko dobro pretresemo na 
vibracijskem mešalniku. Patulina kasneje med razvojem metode nismo več dodajali v delovno 
raztopino. Raztopino uporabljamo za dodajanje k vzorcem pri vrednotenju izkoristka 
postopka. 
Za desetkrat redčeno delovno raztopino v mikrocentrifugirko prenesemo 900 µL 
acetonitrila in dodamo 100 µL delovne raztopine, mikrocentrifugirko zapremo in dobro 
premešamo z vibracijskim mešalnikom. Ta raztopina je namenjena za določanje izkoristka 
ekstrakcije in za oceno učinka ozadja.  
3.2.2.2 Osnovni postopki priprave vzorca in njihove modifikacije 
Kosmiči 
Kosmiče homogeniziramo z laboratorijskim mlinom 1 minuto in natehtamo 5 g homogenizata 
v 50 mL plastično centrifugirko. Dodamo 25 mL vode in soniciramo 15 minut, nato dodamo 
7,5 mL acetonitrila, 4 g MgSO4 in 1 g NaCl. Stresamo na vibracijskem mešalu 30 sekund, 
nato pa vzorec centrifugiramo 3 minute pri 5000 rpm. Zgornjo plast vzorca filtriramo čez 0,2 
µm filter (39). 
Za vzorec pripravimo tudi modifikacijo postopka (preglednica V) - razmerje vode in 
organskega topila, spremenjen dodatek soli za ekstrakcijo ter spremembo mase vzorca ob  
enakem volumnu topila. 
Preglednica V Optimizacija postopka za pripravo vzorca iz ovsenih kosmičev 
Št. vzorca Masa vzorca 
[g] 
Volumen vode 
[mL] 
Volumen ACN 
[mL] 
Masa MgSO4 
[g] 
Masa NaCl [g] 
1 5 22,5 7,5 4,0 1,0 
2 5 15,0 15,0 4,0 1,0 
3 5 7,5 22,5 4,0 1,0 
4 5 10,0 20,0 4,0 1,0 
5 5 7,5 22,5 7,5 1,9 
6 5 7,5 22,5 0 0 
7 4 7,5 22,5 4,0 1,0 
8 3 7,5 22,5 4,0 1,0 
9 2 7,5 22,5 4,0 1,0 
10 1 7,5 22,5 4,0 1,0 
Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko učinka ozadja (opisano 
v poglavju 3.2.3.2). 
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Rozine 
Rozine homogeniziramo z laboratorijskim mlinom 1 minuto in natehtamo 5 g homogenizata v 
50 mL centrifugirko. Dodamo 7,5 mL vode in mešamo 3 minute na vibracijskem mešalniku, 
nato dodamo 22,5 mL acetonitrila, in mešamo še 3 minute. Natehtamo 7,5 g MgSO4 in 3 g 
NaCl ter stresamo 1 uro na stresalniku. Vse skupaj centrifugiramo 10 minut pri 5000 rpm in 
5°C. Acetonitrilno fazo filtriramo čez 0,2 µm filter (40). 
Za vzorec pripravimo tudi modifikacijo postopka (preglednica VI) - razmerje vode in 
organskega topila, spremenjen dodatek soli za ekstrakcijo ter spremembo mase vzorca ob  
enakem volumnu topila. 
Preglednica VI Optimizacija postopka za pripravo vzorca iz rozin 
Št. vzorca Masa vzorca          
[g] 
Volumen vode 
(1% FA) [mL] 
Volumen ACN 
[mL] 
Masa MgSO4 
[g] 
Masa NaCl [g] 
1 5 10,0 20,0 10,0 4,0 
2 5 7,5 22,5 7,5 3,0 
3 5 6,0 24,0 6,0 2,4 
4 5 3,0 27,0 3,0 1,2 
5 5 0 30,0 0 0 
6 4 7,5 22,5 7,5 3,0 
7 3 7,5 22,5 7,5 3,0 
8 2 7,5 22,5 7,5 3,0 
9 1 7,5 22,5 7,5 3,0 
FA-mravljinčna kislina, ACN – acetonitril 
Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko učinka ozadja (opisano 
v poglavju 3.2.3.2). 
Orehi 
Orehe homogeniziramo z laboratorijskim mlinom 1 minuto in natehtamo 2,5 g homogenizata 
v 50 mL centrifugirko. Pri prvi ekstrakciji uporabimo 20 mL mešanice vode in acetonitrila v 
razmerju 20:80 z dodano 0,1% mravljinčno kislino. Vzorec stresamo 30 minut na stresalniku 
pri 300 rpm, centrifugiramo 5 minut pri 5000 rpm, nato pa supernatant prenesemo v novo 
centrifugirko. Sedimentu dodamo 20 mL zmesi vode in acetonitrila v razmerju 80:20 z 0,1% 
mravljinčne kisline in vzorec spet stresamo 30 minut pri 300 rpm, centrifugiramo 5 minut pri 
5000 rpm in supernatant združimo s tistim iz prvega dela ekstrakcije. Ekstraktu dodamo 5 g 
MgSO4, 1 g NaCl, nato pa ponovno centrifugiramo 5 minut pri 5000 rpm. Zgornjo plast 
Jasna Kalan  Magistrska naloga 
 
19 
 
prenesemo v novo centrifugirko in dodamo 20 mL heksana ter stresamo 1 minuto na 
vibracijskem mešalu, da odstranimo maščobo, nato pa pustimo vzorec stati 5 minut, da se 
plasti ločijo. Spodnjo (acetonitrilno) plast vzorca filtriramo preko 0,2 µm filtra (41). 
Za vzorec pripravimo tudi modifikacijo postopka (preglednica VII) - razmerje vode in 
organskega topila, spremenjen dodatek soli za ekstrakcijo, spremembo mase vzorca ob  
enakem volumnu topila ter preverimo čiščenje vzorca brez uporabe heksana. 
Preglednica VII Optimizacija postopka za pripravo vzorca iz orehov 
Št. vzorca Masa vzorca   [g] Volumen vode 
[mL] 
Volumen ACN 
[mL] 
Čiščenje s 
heksanom 
1 5 20 20 da 
2 5 10 30 da 
3 5 4 36 da 
4 5 10 30 da 
5 5 10 30 da 
6 4 10 30 da 
7 3 10 30 da 
8 2 10 30 da 
9 1 10 30 ne 
Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko učinka ozadja (opisano 
v poglavju 3.2.3.2). 
3.2.2.3 Prilagoditev postopka na manjše količine 
Za kosmiče (vzorec 3 iz preglednice V) in rozine (vzorec 2 iz preglednice VI) pripravimo 
vzorce po postopku 3.2.2.2, z uporabo organskih topil acetonitrila in etil acetata, za orehe pa 
pripravimo vzorca 2 in 3 iz preglednice VII v acetonitrilu. Vse vzorce pripravimo tudi na 
petkrat manjši skali (preglednica VIII). Za kosmiče in rozine pripravimo vzorce iz preglednice 
VIII tudi z uporabo etil acetata kot organskega topila.  
Preglednica VIII Modifikacije mas in volumnov topil za prilagoditev postopka na manjše količine 
 Masa 
vzorca [g] 
Volumen 
vode [mL] 
Volumen org. 
topila [mL] 
Masa MgSO4 [g] Masa NaCl [g] 
Kosmiči 1 1,5 4,5 0,8 0,2 
Rozine 1 1,5 4,5 0,8 0,2 
Orehi 2 1 2,0 6,0 1,0 0,2 
Orehi 3 1 0,8 7,2 1,0 0,2 
Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko učinka ozadja (opisano 
v poglavju 3.2.3.2). 
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3.2.2.4 Izbira ekstrakcijskega topila in preizkus dodatnega čiščenja z EMR Lipid 
Glede na preglednico VIII pripravimo vzorce orehov z acetonitrilom, kosmiče in rozine pa 
tako z acetonitrilom kot z etil acetatom (skupno 6 vzorcev). Pred dodatkom vode jim dodamo 
375 µL delovne raztopine ter nato pustimo centrifugirko odprto, da metanol izhlapi, nato pa 
sledimo enakem postopku kot prej (3.2.2.3). 
Ponovno pripravimo vse tri vzorce z uporabo acetonitrila iz preglednice VIII. V posamezno 
centrifugirko kompleta za čiščenje EMR Lipid dodamo 4 mL ultra čiste vode, jo zapremo in z 
vibracijskim mešalom mešamo 30 sekund. Nato prenesemo po 4 mL vzorca v posamezno 
centrifugirko, mešamo 1 minuto z vibracijskim mešalom, nato pa dodamo 3,5 g MgSO4 ter 
ponovno dobro premešamo, da preprečimo aglomeracijo soli in vzorec centrifugiramo 5 
minut pri 5000 rpm. 1 mL zgornje plasti vzorca prenesemo v vialo. 
Ta postopek je naveden pod številka 1 v preglednici IX, dodatno pa pripravimo še vzorec po 
postopku 2 v 4 paralelah za oceno ponovljivosti postopka ter postopek 3.  
Preglednica IX Preverjanje postopka pri dodatnem prečiščevanju vzorcev z Agilent EMR Lipid(dSPE) 
Št. 
postopka 
Masa vzorca      
[g] 
Dodatek delovne 
raztopine [µL] 
H2O + ACN 
[mL] 
MgSO4 + 
NaCl [g] 
Količina 
dSPE 
1 1 100 2 + 2 0,8 + 0,2 1/1 
2 1 100 2 + 2 0,8 + 0,2 1/5 
3 5 500 10 + 10 4,0 + 1,0 1/1 
Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko izkoristka postopka 
(opisano v poglavju 3.2.3.2). 
3.2.2.5 Preizkus ustreznosti dodatnega čiščenja s SupelQuE 
Postopek priprave vzorca prilagodimo v skladu z navodili za uporabo SupelQuE C18/PSA 
(QuEChERS Product Line) (42). Natehtamo 2 g homogeniziranih rozin in dodamo 375 µL 
delovne raztopine ter nato pustimo centrifugirko odprto, da metanol izhlapi. Dodamo 15 mL 
acetonitrila z 1% ocetne kisline, mešamo 1 minuto na vibracijskem mešalniku, nato pa 
dodamo 6 g MgSO4 in 1,5 g NaCl. Vzorec intenzivno mešamo, da ne pride do aglomeracije 
soli, nato pa centrifugiramo 5 minut pri 5000 rpm. 8 mL vzorca prenesemo v komplet 
SupelQuE C18/PSA, mešamo 1 minuto z vibracijskim mešalnikom, nato pa vzorec ponovno 
centrifugiramo 5 minut pri 5000 rpm. 1 mL supernatanta prenesemo v vialo. 
Za primerjavo obeh QuEChERS materialov (EMR Lipid in SupelQuE) ponovno pripravimo 
vzorec številka 2 iz preglednice IX. 
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Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko izkoristka postopka 
(opisano v poglavju 3.2.3.2). 
3.2.2.6 Dodatne optimizacije SupelQuE postopka 
Vzorce rozin, kosmičev in orehov pripravimo po postopku iz poglavja 3.2.2.5, le da namesto 
1,5 g NaCl uporabimo 2,5 g natrijevega acetata. Za primerjavo pripravimo še en vzorec iz 
ovsenih kosmičev identično kot v postopku iz poglavja 3.2.2.5. 
Naknadno pripravimo še 5 vzorcev (preglednica X), pri čemer pri vsakem spremenimo en 
parameter, ki potencialno vpliva na izkoristek ekstrakcije. Modifikacijo postopka delamo le 
na kosmičih. 
Preglednica X Modifikacija postopka na kosmičih za dodatno čiščenje vzorcev s SupelQuE 
Številka vzorca Količina acetonitrila 
[mL] 
Dodatek ocetne 
kisline [%] 
Dodana sol za izsoljevanje 
1* 15 1 2,5 g Na – acetata 
2 15 0 2,5 g Na – acetata 
3 15 2 2,5 g Na – acetata 
4 10 1 2,5 g Na – acetata 
5 15 1 2,5 g Na – acetata + 1,5 g NaCl 
*vzorca ne čistimo s SupelQuE 
Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko izkoristka postopka 
(opisano v poglavju 3.2.3.2). 
3.2.2.7 Preverjanje vpliva filtracije 
Pripravimo 8 mL desetkrat redčene delovne raztopine, tako da v 15 mL centrifugirko 
pripravimo 7,2 mL acetonitrila in dodamo 800 µL delovne raztopine. Zapremo z zamaškom in 
mešamo 1 minuto na vibracijskem mešalu. Nato približno 2 mL raztopine s pomočjo 
injekcijske brizge in filtrnega nastavka RC 0,20 µm filtriramo naravnost v vialo, pri čemer 
prvi del filtrata zavržemo. Za primerjavo v vialo prenesemo 1 mL nefiltrirane raztopine. 
3.2.2.8 Stabilnost aflatoksinov 
Preverili smo tudi stabilnost raztopine aflatoksinov. V 5 mL bučko prenesemo do približno 
polovice acetonitril, dodamo 250 µL osnovne raztopine zmesi aflatoksinov, dopolnimo z 
acetonitrilom do oznake, zapremo in dobro premešamo na vibracijskem mešalu. Po 1 mL 
standarda prenesemo v štiri viale, pri čemer v zamrzovalno skrinjo shranimo eno zaščiteno 
(ovita z aluminijasto folijo) in eno nezaščiteno pred svetlobo, prav tako na sobni temperaturi 
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pustimo eno po zaščiteno in nezaščiteno vialo. Vzorce pripravimo in analizirano ob 0, 1 in 8 
dni. 
V označene mikrocentrifugirke prenesemo po 180 µL acetonitrila in dodamo po 20 µL vzorca 
iz poskusa stabilnosti ter mešamo 30 s na vibracijskem mešalu. Nato v nove 
mikrocentrifugirke dodamo po 100 µL redčenih vzorcev k 900 µL acetonitrila. Znova 
mešamo 30 s na vibracijskem mešalu in nato vzorce prenesemo v viale. 
3.2.2.9 Preizkus enostopenjskih prečiščevalnih SPE kartuš  
Uporabili smo priložena navodila proizvajalca za vse tri vrste kartuš, vsi trije postopki so bili 
enaki. V 50 mL centrifugirke natehtamo po 2,5 g vsakega od treh vzorcev (kosmiči, rozine, 
orehi), dodamo 250 µL delovne raztopine ter počakamo nekaj minut da metanol izhlapi. Nato 
dodamo 10 mL ekstrakcijskega topila (acetonitril in H2O v razmerju 84:16). Centrifugirke 
zapremo z zamaški ter vzorce mešamo s pomočjo stresalnika 60 minut pri 300 rpm. Vzorce 
nato pustimo nekaj minut, da se trdni delci posedejo. Nato pripravimo sistem za SPE z 
izbranimi kartušami (Tox AflaZea, Tox Tricho, Tox Don) in na vsako nanesemo po 2 mL 
supernatanta izbranega vzorca pri ustreznem podtlaku. Zbrani eluat prenesemo v viale. 
Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko izkoristka postopka 
(opisano v poglavju 3.2.3.2). 
3.2.3 Vrednotenje končnega postopka za aflatoksine, ohratoksin A, deoksinivalenol 
in zearalenon 
Po optimizaciji postopka za ekstrakcijo aflatoksinov, ohratoksina A, deoksinivalenola in 
zearalenona iz ovsenih kosmičev, rozin in orehov smo metodo ovrednotili in jo preizkusili na 
realnih vzorcih. 
3.2.3.1 Validacija končne metode 
Preverjali smo selektivnost, linearnost, mejo določitve, ponovljivost, točnost in izkoristek 
metode ter učinek ozadja. Linearnost smo preverjali z umeritvenimi premicami na osnovi 
izračunanih determinacijskih koeficientov (R2), ponovljivost pa z izračunom relativnega 
standardnega odklona (RSD), pri čemer smo postavili meje za sprejemljive rezultate R2 > 0,99 
in RSD < 20 %. Izkoristek postopka smo računali po enačbi 1, učinek ozadja po enačbi 2, 
relativni standardni odklon po enačbi 3, točnost pa po enačbi 4 (43). 
𝐼𝑧𝑘𝑜𝑟𝑖𝑠𝑡𝑒𝑘 𝑝𝑜𝑠𝑡𝑜𝑝𝑘𝑎 [%] =  
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎 𝑣 𝑟𝑎𝑧𝑡𝑜𝑝𝑖𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎
× 100 (enačba 1) 
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𝑈č𝑖𝑛𝑒𝑘 𝑜𝑧𝑎𝑑𝑗𝑎 [%] =
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢 𝑧𝑎 𝑢č𝑖𝑛𝑒𝑘 𝑜𝑧𝑎𝑑𝑗𝑎
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎 𝑣 𝑟𝑎𝑧𝑡𝑜𝑝𝑖𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎
 (enačba 2) 
𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑛𝑖 𝑜𝑑𝑘𝑙𝑜𝑛 (𝑅𝑆𝐷) =
𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑛𝑖 𝑜𝑑𝑘𝑙𝑜𝑛 𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣𝑜𝑣 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑗𝑒 𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣𝑜𝑣 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎
× 100 (enačba 3) 
𝑇𝑜č𝑛𝑜𝑠𝑡 [%] =
𝑑𝑜𝑙𝑜č𝑒𝑛𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢 
𝑛𝑎𝑣𝑒𝑑𝑒𝑛𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢
∗ 100 (enačba 4) 
3.2.3.2 Končni postopek priprave vzorcev 
Natehtamo 2 g homogeniziranega vzorca in dodamo 225 µL delovne raztopine zmesi 
standardov, nato pa centrifugirko pustimo odprto, da metanol izhlapi. Dodamo 9 mL 
acetonitrila z 2% ocetne kisline, mešamo 1 minuto na vibracijskem mešalniku, nato pa 
dodamo 6 g MgSO4 in 2,5 g natrijevega acetata. Vzorec intenzivno mešamo, da ne pride do 
aglomeracije soli, nato pa centrifugiramo 5 minut pri 5000 rpm. 8 mL vzorca prenesemo v 
QueChERS komplet SupelQuE C18/PSA, mešamo 1 minuto z vibracijskim mešalnikom, nato 
pa vzorec ponovno centrifugiramo 5 minut pri 5000 rpm. 1 mL supernatanta prenesemo v 
vialo. 
Količine dodatka delovne raztopine zmesi standardov in število pripravljenih paralel je 
navedena v preglednici XI. 
Preglednica XI Priprava vzorcev za vrednotenje ekstrakcije*, učinka ozadja*, linearnosti, meje določitve, območja 
linearnosti, ponovljivosti in točnosti metode za aflatoksine, ohratoksin A, deoksinivalenol in zearalenon 
Dodatek delovne raztopine [µL] Število paralel Vsebnost v vzorcu glede na 
zakonsko mejo [%] 
56,25 1 25 
112,50 3 50 
168,75 3 75 
225,00 1 100 
337,50 1 150 
* Izkoristek in učinek ozadja smo vrednotili pri koncentraciji 100% glede na zakonsko mejo  
Za vrednotenje izkoristka postopka in učinka ozadja (poglavje 3.2.3.2.) pripravimo tri različne 
vzorce. 
Vzorec za izračun izkoristka postopka po izbranem postopku iz poglavij 3.2.2.4 – 3.2.2.9, s 
tem, da pred dodatkom vode dodamo 375 µL delovne raztopine in pustimo da metanol 
nekoliko izhlapi, nato pa sledimo postopku. 
Rezultat uporabimo v števcu enačbe 1 iz poglavja 3.2.3.1. 
Pripravimo vzorec za oceno učinka ozadja. 180 µL filtriranega vzorca (brez dodanega 
standarda) prenesemo v mikrocentrifugirko, dodamo 20 µL desetkrat redčene delovne 
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raztopine, nato pa mikrocentrifugirko zapremo, dobro premešamo na vibracijskem mešalniku 
in vsebino prenesemo v insert. 
Učinek ozadja izračunamo po enačbi 2 iz poglavja 3.2.3.1. 
Pripravimo tudi standard za primerjanje odziva (v enačbi 1 in 2 odziv analita v raztopini 
standarda), na katerega primerjamo vzorec za določitev izkoristka ekstrakcije in sicer 180 µL 
acetonitrila prenesemo v mikrocentrifugirko, dodamo 20 µL desetkrat redčene delovne 
raztopine, nato pa mikrocentrifugirko zapremo, dobro premešamo na vibracijskem mešalniku 
in vsebino prenesemo v insert. 
Ta standard uporabljamo za izračun po enačbi 1 in 2 (v imenovalcu) iz poglavja 3.2.3.1. 
3.2.3.3 Analiza realnih vzorcev  
Realne vzorce smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.2.3.2 v dveh paralelkah. 
Rezultat je bil pozitiven (torej mikotoksin je bil prisoten), če se je v vzorcu pojavil 
kromatografski vrh ob enakem retencijskem času kot standard posameznega mikotoksina, ter 
če je bilo razmerje odzivov obeh izbranih MRM prehodov v pravem razmerju (kot pri 
standardu). Vzorce smo razdelili med škrobne (kosmičem podobne), bogate s sladkorji 
(rozinam podobne) in mastne (orehom podobne). V pozitivnih vzorcih določali vsebnost 
glede na pripadajočo umeritveno premico za prisoten mikotoksin (poglavje 4.2.4). 
Pri nekaterih realnih vzorcih smo dodatno vrednotili izkoristek postopka, pri vseh vzorcih pa 
učinek ozadja, kar smo izračunali s pomočjo enačb 1 in 2 iz poglavja 3.2.3.1. 
3.2.4 Postopek priprave vzorca za patulin 
3.2.4.1 Priprava raztopin patulina 
Pripravili smo osnovno raztopino (OR) patulina s koncentracijo 5 µg/mL iz raztopine 
standarda (c=100 µg/mL), tako da smo v mikrocentrifugirko prenesli  4750 µL metanola, h 
kateremu smo dodali 250 µL raztopine standarda patulina. 
Petkrat redčeno osnovno raztopino pripravimo tako, da k 200 µL osnovne raztopine 
dodamo 800 µL acetonitrila, s tem pa dobimo koncentracijo patulina 1 µg/mL. 
Desetkrat redčeno osnovno raztopino pripravimo tako, 100 µL osnovne raztopine dodamo 
900 µL acetonitrila, s tem dobimo koncentracijo patulina 0,5 µg/mL. 
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3.2.4.2 Osnovni postopek priprave vzorca za patulin 
V 15 mL centrifugirko natehtamo 2 g jabolčnega soka in dodamo 100 µL osnovne raztopine 
patulina ter 4 mL acetonitrila. V mešanico dodamo 0,8 g MgSO4 in 0,2 g NaCl in stresamo 3 
minute na vibracijskem mešalu, da preprečimo aglomeracijo soli. Vzorec centrifugiramo 5 
minut pri 5000 rpm na sobni temperaturi, nato pa ga prefiltriramo preko filtra RC 0,2 µL v 
vialo. 
Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko izkoristka postopka 
(opisano v poglavju 3.2.5.2). 
3.2.4.3 Modifikacije osnovnega postopka priprave vzorca 
Vzorce pripravimo po postopku opisanem v 3.2.4.2, pri čemer spreminjamo volumen 
acetonitrila (preglednica XII). 
Preglednica XII Optimizacija volumna topila za ekstrakcijo patulina 
Številka vzorca Količina vzorca        
[g] 
Volumen acetonitrila 
[mL] 
Korekcijski faktor pri 
izračunu izkoristka 
1 2 10 2,5 
2 2 6 1,5 
3 2 4 1,0 
4 2 2 0,5 
Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko izkoristka postopka 
(opisano v poglavju 3.2.5.2). Pri izračunu izkoristka upoštevamo korekcijski faktor glede na 
dodano količino topila. 
Pripravili smo še 4 vzorce po enakem postopku, pri čemer smo upoštevali modifikacije iz 
preglednice XIII. Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko 
izkoristka postopka (opisano v poglavju 3.2.5.2). Za vrednotenje učinka ozadja smo pripravili 
vzorec brez dodatka patulina, a smo nato 150 µL praznega ekstrakta dodali 50 µL desetkrat 
redčene raztopine patulina, dobro premešali na vibracijskem mešalu in prefiltrirali preko filtra 
RC 0,2 µL v vialo (opisano v poglavju 3.2.5.2). 
Preglednica XIII Druge modifikacije postopka za ekstrakcijo patulina 
Številka vzorca Masa vzorca Volumen 
topila [mL] 
Vibracijsko 
mešalo [3 min] 
Soniciranje      
[10 min] 
Mravljinčna 
kislina [1%] 
1 2 4 (ACN) Da Ne Ne 
2 2 4 (ACN) Da Da Ne 
3 2 4 (ACN) Ne Ne Da 
4 2 4 (MeOH) Ne Ne Ne 
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Preverili smo tudi, ali s pomočjo EMR lipid materiala izboljšamo učinek ozadja. Vzorec smo 
pripravili po postopku iz tega poglavja, pri čemer smo dodali 2 mL acetonitrila. Dva vzorca 
smo pripravili po enakem postopku, pri drugih dveh pa izpustili dodatek osnovne raztopine 
patulina. Natehtali smo po 200 mg zrnc EMR Lipid v dve centrifugirki, dodali v vsako 2 mL 
vode in 2 mL supernatanta iz enega od obogatenih in enega praznih vzorcev, dobro 
pretresemo ter dodamo 0,8 g MgSO4 in 0,2 g NaCl, da smo ločili vodo in acetonitrilno fazo. 
Nato smo vzorca še enkrat centrifugirali 5 minut na 5000 rpm in prenesemo v vialo. 
Pri teh vzorcih smo uspešnost optimizacije postopka preverjali preko izkoristka postopka in 
učinka ozadja (opisano v poglavju 3.2.5.2). 
3.2.5 Vrednotenje končnega postopka za patulin 
Po optimizaciji postopka za ekstrakcijo patulina iz jabolčnega soka, jabolka in jabolčnega 
čipsa, smo metodo ovrednotili in jo nazadnje preizkusili na realnih vzorcih. 
3.2.5.1 Validacija metode za patulin 
Metodo smo vrednotili enako kot metodo za ostale mikotoksine (poglavje 3.2.3.1). 
3.2.5.2 Končni postopek priprave vzorcev 
Za jabolko in jabolčni sok v 15 mL centrifugirko smo natehtali 2 g jabolčnega soka ali 
naribanega jabolka in dodali 2 mL acetonitrila. V mešanico smo dodali 0,8 g MgSO4 in 0,2 g 
NaCl in stresali 3 minute na vibracijskem mešalu, da smo preprečili aglomeracijo soli. Vzorec 
smo centrifugirali 5 minut pri 5000 rpm na sobni temperaturi in supernatant prefiltrirali preko 
filtra RC 0,2 µL v vialo. 
Za jabolčni čips smo v 15 mL centrifugirko natehtali 0,4 g jabolčnega čipsa, 
homogeniziranega v laboratorijskem mlinu, ki smo ga najprej omočili z 1,6 mL ultra čiste 
vode in premešali z vibracijskim mešalom za 1 minuto, nato pa dodali 2 mL acetonitrila. V 
mešanico  smo dodali 0,8 g MgSO4 in 0,2 g NaCl in stresali 3 minute na vibracijskem mešalu, 
da smo preprečili aglomeracijo soli. Vzorec smo centrifugirali 5 minut pri 5000 rpm na sobni 
temperaturi in supernatant prefiltrirali preko filtra RC 0,2 µL v vialo. 
Vzorce smo pripravili glede na preglednico XIV, pri čemer smo osnovno raztopino patulina 
dodali pred dodatkom vode v vzorec. 
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Preglednica XIV Priprava vzorcev za vrednotenje ekstrakcije3, učinka ozadja3, linearnosti, meje določitve, območja 
linearnosti, ponovljivosti in točnosti metode za patulin 
V osnovne raztopine 
[µL] 
Število 
paralel 
Konc. patulina v vzorcu 
pred ekstrakcijo [µg/kg] 
Konc. patulina v vzorcu za 
analizo2 [µg/mL] 
100 (OR) 1 250 0,25 
100 (OR/2,5) 1 100 0,10 
100 (OR/5) 31 50 0,05 
100 (OR/10) 31 25 0,025 
100 (OR/25) 1 10 0,01 
1 - tri paralele pripravili le v jabolčnem soku zaradi varčevanja s standardom  
2 - ob predpostavki 100% izkoristka postopka 
3 - izkoristek in učinek ozadja smo vrednotili pri koncentraciji 250 µg/kg 
OR – osnovna raztopina patulina, /X –redčitev OR 
 
Vzorec za izračun izkoristka postopka pripravimo po izbranem postopku iz poglavij 3.2.4.2 
– 3.2.4.3, s tem, da pred dodatkom vode dodamo 100 µL osnovne raztopine in pustimo, da 
metanol nekoliko izhlapi, nato pa sledimo postopku. 
Izkoristek postopka izračunamo po enačbi 1 iz poglavja 3.2.3.1. 
Za vrednotenje učinka ozadja v mikrocentrifugirko prenesemo 150 µL neobogatenega vzorca in 
mu dodamo 50 µL petkrat redčene osnovne raztopine patulina (poglavje 3.2.4.1), premešamo 
30 sekund z vibracijskim mešalom, nato pa prenesemo v insert. 
Učinek ozadja izračunamo po enačbi 2 iz poglavja 3.2.3.1. 
Za vrednotenje izkoristka postopka v mikrocentrifugirko prenesemo 100 µL desetkrat 
redčene osnovne raztopine patulina (poglavje 3.2.4.1) in dodamo 100 µL acetonitrila, 
premešamo 30 sekund z vibracijskim mešalom in prenesemo v insert. 
Ta standard uporabljamo za izračun po enačbi 1 in 2 (v imenovalcu) iz poglavja 3.2.3.1. 
3.2.5.3 Realni vzorci 
Realne vzorce smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.2.5.2. Rezultat je bil 
pozitiven (torej mikotoksin je bil prisoten), če se je v vzorcu pojavil kromatografski vrh ob 
enakem retencijskem času kot standard patulina, ter, če je bilo razmerje odzivov obeh izbranih 
MRM prehodov v pravem razmerju (kot pri standardu). Dodatno smo preverjali, ali je 
kromatografski vrh prisoten tudi pri MRM prehodu patulinu v pozitivni ionizaciji. Za 
kvantitativno določanje vsebnosti patulina smo uporabljali negativno ionizacijo, koncentracijo 
smo določili s pomočjo enačbe umeritvene premice.   
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Za sokove smo uporabljali postopek priprave vzorca za jabolčni sok, za cele sadeže, pireje in 
kašice postopek za jabolko in za suhe krhlje ter jabolčni čips postopek za jabolčni čips. 
Pri vzorcih, ki so se od osnovnih (tistih na katerih smo metodo validirali), bistveno razlikovali 
(jagodni sok z deležem jabolčnega, kašica jabolko – breskev, jabolko – korenček…) smo 
dodatno vrednotili izkoristek postopka ter učinek ozadja, po postopku opisanem v 3.2.5.2, za 
izračun vsebnosti in učinka ozadja smo uporabljali enačbo 1 in 2 iz poglavja 3.2.3.1.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA                        
4.1 Metoda za ekstrakcijo mikotoksinov iz realnih vzorcev 
Pri razvoju ekstrakcijskega postopka smo uporabili tri vrste vzorcev. Kosmiči so predstavnik 
vzorca z visoko vsebnostjo škroba, rozine za visoko vsebnost sladkorjev in orehi kot 
predstavnik vzorca za zastopanost maščob. Nekateri mikotoksini so za določeno vrsto hrane 
bolj značilni, torej želimo metodo razviti tako, da bo izkoristek ekstrakcije čim višji ter učinek 
ozadja čim nižji za tiste toksine, ki se najbolj pogosto pojavljajo v določeni vrsti vzorca. 
Izbrane vrste vzorca načeloma pokrivajo vseh 8 analitov, ki jih obravnavamo v magistrski 
nalogi. s kosmiči pokrijemo deoksinivalenol in zearalenon, z rozinami ohratoksin A, 
aflatoksine in patulin, v orehih pa se značilno pojavljajo aflatoksini in ohratoksin A. Pri 
izboru smo se ognili tistih vzorcev, ki vsebujejo veliko barvil in pigmentov, saj so prav tako 
problematični pri prečiščevanju. V to skupino spadajo začimbe in čaji. 
 
Prvotno smo začeli z razvojem postopka ekstrakcije za vseh osem izbranih mikotoksinov: 
patulin, deoksinivalenol, ohratoksin A, štirje aflatoksini (B1, B2, G1, G2) in zearalenon, 
vendar se je med razvojem pokazala potreba po ločitvi patulina od ostalih zaradi različnih 
razlogov:  
- značilno se pojavlja v izdelkih iz jabolk, kar za druge mikotoksine ni značilno, 
- ima za razliko od ostalih velik vpliv ozadja (rezultati v nadaljevanju), 
- kromatografsko je zahtevnejša analiza, saj se slabše zadrži na koloni in je posledično za 
ustrezno ločbo vseh analitov potreben daljši čas analize. 
 
Za pripravo vzorca smo izbrali ekstrakcijski postopek QuEChERS, ki je bil sicer v osnovi 
razvit za namene ekstrakcije zaostankov fitofarmacevtskih sredstev iz prehranskih izdelkov, 
vendar se je izkazal tudi zelo učinkovit pri ekstrakciji mnogih drugih organskih molekul, med 
drugim tudi mikotoksinov. 
Uspešnost priprave vzorca smo preverjali z vrednotenjem učinka ozadja, ker za študijo učinka 
ozadja porabimo minimalno količino referenčnih standardov, saj imamo na voljo le manjše 
količine standarda. V nadaljevanju, ko smo postavili okvirne pogoje postopka ekstrakcije, pa 
smo preverjali tudi izkoristek postopka, ki je dejansko merilo ustreznosti ekstrakcije. 
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4.1.1 Osnovni ekstrakcijski postopek za kosmiče, rozine in orehe 
4.1.2 Postopek priprave vzorca za aflatoksine, ohratoksin A, zearalenon in 
deoksinivalenol 
Po pregledu literature smo izbrali po en članek za vsako vrsto vzorca, po katerem smo povzeli 
postopek ekstrakcije (39–41). Za vse tri postopke so uporabili QuEChERS ekstrakcijo. 
Postopki se nekoliko razlikujejo, tako da moremo neposredno primerjati rezultatov različnih 
vzorcev, lahko pa ocenimo ustreznost postopka za vzorec, kateremu je bil postopek namenjen.  
V posameznih postopkih smo za prvi poskus ohranili maso vzorca, količino in razmerje topila 
in vode, za izsoljevanje v QuEChERS postopku smo uporabljali le NaCl in MgSO4, pri orehih 
in kosmičih pa smo izpustili postopek dodatnega čiščenja z dSPE (pri rozinah ni bil predviden 
po postopku), saj smo se odločili, da bomo to možnost preverili kasneje v razvoju, če bi se 
pojavila potreba po dodatnem čiščenju vzorcev zaradi močnega učinka ozadja. 
Rezultati učinka ozadja v treh vrstah vzorcev po treh literaturnih postopkih so predstavljeni v 
preglednici XV. Deoksinivalenol in ohratoksin A imata previsok učinek ozadja v kosmičih, 
glede na to, da se v žitaricah pogosto pojavljata, pa tudi za zmanjšanje vpliva učinka ozadja 
na zearalenon je potrebna optimizacija (preglednica XV). Učinek ozadja za aflatoksin B1 v 
kosmičih je edini sprejemljiv za izbran postopek. 
Preverjanje učinka ozadja smo nadaljevali, saj smo želeli zaradi zelo omejenih količin 
standardov najprej optimizirati ekstrakcijo, da bi kar najmanj komponent vzorca dušilo odziv 
analitov med analizo, za kar ne porabimo velikih količin standarda (4.2.2 – 4.2.3), kasneje pa 
smo z nekoliko optimizirano metodo preverjali optimizacijo s pomočjo izkoristka ekstrakcije 
(4.2.3 – 4.2.3.6). 
Preglednica XV Učinek ozadja [%] na mikotoksine po treh različnih postopkih za tri različne vzorce 
 
PAT DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
Kosmiči 12,1 2,8 7,3 36,8 44,5 45,5 61,5 21,0 
Rozine 20,0 26,2 19,1 80,3 85,4 81,1 89,0 306,7 
Orehi 50,5 9,1 30,5 64,4 74,5 69,8 80,0 258,1 
Učinek ozadja pri pripravi vzorca iz rozin je sprejemljivo nizek za vse aflatoksine, vendar pa 
previsok za ohratoksin A, ki se relativno pogosto pojavlja v proizvodih iz grozdja. 
Deoksinivalenol in zearalenon se ne pojavljata značilno v suhem sadju, prav tako velja za 
patulin. Metoda ni primerna za analizo zearalenona, predvidevali smo prekrivanje njegovega 
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kromatografskega vrha z vrhom snovi iz ozadja, kar bi lahko napačno razlagali kot prisotnost 
tega toksina v rozinah (preglednica XV). 
Orehi so zaradi visoke vsebnosti lipofilnih snovi najbolj problematični za prečiščevanje med 
temi tremi vzorci, saj zahtevajo dodaten korak odstranjevanja maščob iz vzorca. Kljub temu 
metoda izkazuje ustrezen učinek ozadja za aflatoksine ter nižji (čeprav še vedno slab) učinek 
ozadja za ohratoksin A, še vedno pa je učinek ozadja visok za deoksinivalenol. Tudi postopek 
priprave tega vzorca ni ustrezen za merjenje zearalenona (preglednica XV). Visok učinek 
ozadja za zearalenon in deoksinivalenol ni relevanten, saj se ta dva mikotoksina značilno 
pojavljata pri rastlinskih pridelkih iz družine Poceae. 
Ker z osnovnimi postopki priprave vzorca nismo dobili ustreznih rezultatov, smo optimizirali 
postopke za vse tri vrste vzorcev. V ta namen smo ugotavljali, kakšno razmerje med vodo za 
omočenje vzorca in organskim topilom najbolj zmanjša učinek ozadja, poleg tega pa so nas 
zanimale tudi variante zmanjšanja količine vzorca in nadaljnjega koncentriranja vzorca s 
sušenjem, da bi ohranili enako občutljivost metode, a vseeno zmanjšali učinek ozadja. Pri 
ovsenih kosmičih smo dodatno preverili, kako na učinek ozadja vpliva, če spremenimo 
količino soli za QuEChERS postopek ekstrakcije. Pri rozinah smo preverili še uporabo 
acetonitrila brez vode, pri orehih pa, ali lahko postopek poenostavimo (uporabimo 50% vode 
in 50% acetonitrila v enem koraku, namesto mešanico 80% acetonitrila in 20% vode v prvem 
in nato 80% vode in 20% acetonitrila v drugem koraku) ter tudi vpliv uporabe heksana za 
prečiščevanje vzorca na učinek ozadja (3.2.3.2). 
Preglednica XVI Optimizacija razmerja vode in ekstrakcijskega topila ter vpliv zmanjšanja mase vzorca pri ovsenih kosmičih 
na učinek ozadja [%], označen je referenčni postopek 
 
PAT DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
75% H2O + 25% ACN (5 g) 20,0 13,4 25,9 60,6 75,1 69,2 80,5 6,5 
50% H2O + 50% ACN (5 g) 16,2 12,7 26,5 66,1 76,4 76,3 81,5 12,6 
33% H2O + 67% ACN (5 g) 38,5 36,6 49,5 77,7 89,4 86,6 92,0 18,8 
25% H2O + 75% ACN (5 g) 33,0 24,8 46,4 80,1 84,9 81,9 91,2 14,5 
25% H2O + 75% ACN (5 g, več 
MgSO4)  47,1 48,0 58,5 90,0 91,0 93,1 92,5 21,0 
25% H2O + 75% ACN brez MgSO4 (5 
g) 27,1 31,4 59,0 76,0 85,4 87,8 88,0 17,5 
25% H2O + 75% ACN (4 g) 33,0 24,8 46,4 80,1 84,9 81,9 91,2 14,5 
25% H2O + 75% ACN (3 g) 41,3 41,0 57,1 90,5 92,5 101,3 95,3 29,5 
25% H2O + 75% ACN (2 g) 39,5 38,8 52,7 89,7 93,2 93,3 94,0 37,3 
25% H2O + 75% ACN (1 g) 39,5 38,8 52,7 89,7 93,2 93,3 94,0 37,3 
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Preglednica XVII Optimizacija razmerja vode in ekstrakcijskega topila ter vpliv zmanjšanja mase vzorca pri rozinah na 
učinek ozadja [%], označen je referenčni postopek 
 
PAT DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
33% H2O + 67% ACN (5 g) 2,4 18,5 43,4 93,3 88,3 87,3 96,1 20,9 
25% H2O + 75% ACN (5 g) 17,6 29,5 55,3 92,7 90,4 85,9 93,4 46,5 
20% H2O + 80% ACN (5 g) 15,0 31,4 54,4 83,4 90,1 91,4 92,3 53,2 
10% H2O + 90% ACN (5 g) 17,5 44,8 65,9 86,9 92,6 89,6 94,3 72,9 
100% ACN (5 g) 82,0 96,5 101,4 95,0 99,9 96,6 101,5 99,8 
25% H2O + 75% ACN (4 g) 20,6 34,0 44,3 90,5 85,4 80,2 86,3 53,6 
25% H2O + 75% ACN (3 g) 22,4 35,5 55,4 85,3 91,1 86,6 93,1 61,2 
25% H2O + 75% ACN (2 g) 27,2 43,7 60,3 89,6 90,5 83,8 92,5 67,0 
25% H2O + 75% ACN (1 g) 35,1 54,5 66,2 93,7 92,1 87,9 93,8 80,5 
 
Preglednica XVIII Optimizacija razmerja vode in ekstrakcijskega topila ter vpliv zmanjšanja mase vzorca pri orehih na 
učinek ozadja [%], označen je referenčni postopek 
 
PAT DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
50% H2O + 50% ACN (5 g)* 34,4 7,6 53,4 51,6 69,6 69,4 77,6 57,6 
50% H2O + 50% ACN (5 g) 19,1 11,6 51,5 59,8 69,5 67,5 76,7 50,9 
25% H2O + 75% ACN (5 g) 24,3 17,4 68,0 73,7 80,1 77,1 88,9 67,3 
10% H2O + 90% ACN (5 g) 34,3 35,6 84,5 90,4 90,8 86,2 91,3 90,0 
25% H2O + 75% ACN (4 g) 29,1 21,3 72,0 77,4 83,0 81,2 87,2 82,0 
25% H2O + 75% ACN (3 g) 37,4 26,6 69,8 88,4 89,8 88,6 96,0 90,6 
25% H2O + 75% ACN (2 g) 43,8 35,8 83,8 92,3 89,4 85,2 92,8 94,2 
25% H2O + 75% ACN (1 g) 52,8 43,7 72,0 96,0 94,7 89,5 97,1 114,0 
25% H2O + 75% ACN (brez heksana) 22,6 17,2 67,4 82,0 78,3 79,9 81,8 75,9 
* V prvi stopnji ekstrakcije dodamo mešanico 80% acetonitrila in 20% vode, v drugi stopnji pa 80% 
vode in 20% acetonitrila. 
Najboljše rezultate (blizu 100% za vse analite) smo dobili za postopek pri rozinah z uporabo 
acetonitrila brez vode (preglednica XVII). Vendar rozine vsebujejo precej sladkorjev, ki se v 
acetonitrilu niso dobro raztopili in je zato prišlo pri pripravi vzorca do zlepljenja, kar je 
onemogočalo prodiranje topila skozi celoten vzorec. Ker bi se to najverjetneje pokazalo z 
nizkimi izkoristki postopka, je smiselno v proces ekstrakcije vseeno dodati vodo. V tem 
primeru so najboljši rezultati pri razmerju z 10% vode. A ker se pri rozinah pomembni analiti 
(aflatoksini, ohratoksin A) ne razlikuje bistveno od postopka s 25% vode, smo izbrali slednje 
razmerje, saj smo želeli čim bolj poenotiti (s kosmiči in orehi) in poenostaviti način priprave 
vzorca. 
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Za kosmiče je optimalna kombinacija ekstrakcijskega topila z 33% vode (preglednica XVI), 
primerljiva pa je tudi s 25% vode. Če želimo ohraniti skupni volumen topil, razmerja ne 
moremo znižati na manjši delež vode, saj z manj kot 7,5 mL vode ne moremo omočiti 5 g 
mletih ovsenih kosmičev. Le-ti se potem zlepijo, kar pa onemogoča prodiranje organskega 
topila skozi celoten vzorec in povzroča slab izkoristek ekstrakcije s slabo ponovljivostjo 
postopka. 
Pri orehih smo se želeli izogniti dolgotrajnemu, večstopenjskem in kompliciranem postopku. 
Dvostopenjski postopek, pri katerem dodamo najprej vodo in acetonitril v razmerju 20:80, 
nato pa usedlino ekstrahiramo še v obratnem razmerju, na koncu pa frakciji združimo (skupaj 
je razmerje 50:50), sploh ne vpliva na učinek ozadja v primerjavi s postopkom, pri katerem 
dodamo takoj razmerje 50:50 (preglednica XVIII). Ugotovili smo še, da je dodatno čiščenje s 
heksanom nepotrebno, saj se rezultati ne razlikujejo od vzorca z istim razmerjem 
acetonitril:voda, ki smo ga prečiščevali s heksanom. Heksana v nadaljnje nismo več 
uporabljali, saj je ta dodaten korak zamuden, hkrati pa lahko dodatno izgubimo del analitov. 
Za orehe je od preizkušenih najbolj ustrezna mešanica ekstrakcijskega topila z 10% vode, saj 
za večino analitov praktično ne pride do učinka ozadja. Večji učinek ozadja je le pri patulinu 
in deoksinivalenolu, vendar je manj verjetno, da bi se kateri od njiju pojavil v oreškastem 
sadju. Kljub temu smo za nadaljevanje izbrali postopek s 25% deležem vode, saj tako 
poenotimo postopek z ostalima dvema (za ovsene kosmiče in rozine), naknadno pa smo 
vseeno preverili še izkoristek postopka tako pri 10% kakor tudi 25% vode. 
Pri vseh treh vzorcih opazimo trend upadanja učinka ozadja pri zmanjšanju količine vzorca, 
vendar pa pri večini analitov pri petkratnem zmanjšanju količine vzorca (tudi zmanjšanje 
potencialno prisotnega mikotoksina) večinoma ne zmanjšamo učinka ozadja niti za polovico, 
torej ta sprememba ni tako bistvena, da bi prinesla prednost, če bi vzorce naknadno 
koncentrirali oziroma se lahko kvečjemu zmanjša občutljivost metode. 
4.1.3 Izbira ekstrakcijskega topila za zmanjšanje učinka ozadja 
Ker učinka ozadja nismo popolnoma zmanjšali s spremembo razmerja med vodo in 
acetonitrilom, smo v nadaljevanju preveriti možnost uporabe drugih organskih topil, ki se 
lahko uporabljajo pri QuEChERS ekstrakciji. V članku, ki je obravnaval ekstrakcijo ergot 
alkaloidov iz različnih žitaric, smo zasledili, da so z uporabo etil acetata (namesto acetonitrila) 
izboljšali izkoristek ekstrakcije in nekoliko zmanjšali učinek ozadja (44). Zato smo preveriti, 
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kakšen je vpliv različnih organskih topil na učinek ozadja v naših vzorcih  Dodatno smo kot 
bolj polarno organsko topilo uporabili metanol. 
Preglednica XIX Vpliv priprave vzorca iz rozin z različnimi topili na učinek ozadja [%] 
 
PAT DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
MeOH 8,5 3,0 4,5 47,3 62,6 46,1 70,0 34,5 
ACN 17,0 32,2 53,0 90,3 92,7 89,4 96,5 29,2 
EtOAc 23,6 55,5 73,4 107,9 96,2 105,1 107,2 34,9 
 
Preglednica XX Vpliv priprave vzorca iz kosmičev z različnimi topili na učinek ozadja [%] 
 
PAT DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
MeOH 11,1 3,3 2,1 38,1 53,8 47,7 69,2 20,3 
ACN 48,4 45,8 49,7 90,5 94,0 87,0 99,5 31,3 
EtOAc 86,5 73,4 70,5 95,7 101,2 112,6 102,0 34,9 
 
Preglednica XXI Vpliv priprave vzorca iz orehov z različnimi topili na učinek ozadja [%] 
 PAT DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
MEOH 11,9 2,8 2,1 33 44,9 41,4 56,2 46,9 
ACN 15,7 11,6 46,6 74 74 67 82,3 49,5 
EtOAC* - - - - - - - - 
*vzorec smo zavrgli, ker ni prišlo do ločevanja faz pri prečiščevanju s heksanom, naknadno so se v 
insertu pojavili tudi mehurčki. 
Pričakovali smo, da bo etil acetat nekoliko boljši, saj se v njem raztaplja nekoliko manj 
vodotopnih nečistoč kot v metanolu in acetonitrilu. Kot razvidno iz preglednice XIX, metanol 
bistveno poveča učinek ozadja, etil acetat pa ga ne zmanjša bistveno – na aflatoksine in 
zearalenon ima minimalen učinek, izboljša pa ozadje za deoksinivalenol, in za rozine 
predvsem pomemben ohratoksin A. Tudi pri rozinah so podobne razlike v učinku ozadja. 
Zanimivo je opazovati tudi sam videz vzorcev med ekstrakcijo, pri čemer zelo lepo vidimo, 
kako močna so organska topila. Rozine se v metanolu popolnoma enakomerno dispergirajo, v 
acetonitrilu so nekoliko sedimentirane, v etil acetatu pa opazimo, da se vzorec zelo slabo 
meša s topilom, kar je zelo verjetno tudi razlog za manjši učinek ozadja. Razliko v videzu 
vzorcev opazimo tudi pri ovsenih kosmičih in orehih. To verjetno tudi vpliva na izkoristek 
ekstrakcije. Zato smo v nadaljevanju preverili izkoristke ekstrakcije z uporabo acetonitrila in 
etil acetata, uporaba metanola pa je nesmiselna, saj signale večine analitov zaduši za več kot 
polovico (preglednica XX). 
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Pri orehih smo analizirali le vzorce, ki smo jih pripravili z metanolom in acetonitrilom, vendar 
pa je tako kot pri rozinah razlika tako očitna, da smo se brez zadržkov odločili za uporabo 
acetonitrila (preglednica XXI). Metanol namreč, enako kot pri kosmičih in rozinah raztaplja 
preveč komponent vzorca, zato preveč zaduši odzive nekaterih analitov. Za naslednjo stopnjo 
optimizacije postopka smo zato izbrali acetonitril. 
4.1.3.1 Prilagoditev postopka na manjše količine 
Zaradi zelo omejene količine referenčnih standardov smo se odločili, da bomo poskušali 
postopek priprave vzorca razviti s čim manjšimi količinami, saj bi tako tudi uporabili manj 
standardov za kasnejšo preverjanje izkoristka ekstrakcije. Opazovali smo, ali se učinek ozadja 
spremeni v primeru, da mase in volumne iz postopka zmanjšamo na petino vrednosti. Pri 
vzorcih iz rozin in ovsenih kosmičev smo ponovno primerjali tudi vpliv acetonitrila in etil 
acetata na ozadje, pri orehih pa smo še enkrat primerjali postopek z 10 in 25% vsebnostjo 
vode v ekstrakcijskem topilu. 
Preglednica XXII Primerjava učinka ozadja [%] med običajnim in na petino zmanjšanim postopkom za rozine pri uporabi 
acetonitrila in etil acetata 
 PAT DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
ACN (1/5) 67,2 84,1 84,6 85,2 91,6 81,1 89,1 65,7 
ACN  75,0 86,8 86,6 95,0 94,2 87,4 92,6 75,0 
EtOAc (1/5) 53,6 83,9 79,3 84,1 84,4 84,4 87,3 57,5 
EtOAc  65,9 91,3 82,4 88,0 93,1 85,7 93,0 69,8 
 
Preglednica XXIII Primerjava učinka ozadja [%] med običajnim in na petino zmanjšanim postopkom za kosmiče pri uporabi 
acetonitrila in etil acetata 
 
PAT DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
ACN (1/5) 105,3 79,0 80,2 80,3 86,5 82,3 87,6 57,4 
ACN 102,9 90,4 72,7 80,2 88,7 82,6 90,1 52,7 
EtOAc (1/5) 117,0 87,1 74,6 85,7 84,4 85,9 83,7 60,6 
EtOAc 115,8 76,5 79,8 78,4 87,6 91,8 93,3 44,8 
Pri rozinah in kosmičih smo potrdili, da je ekstrakcija primerljiva tudi na manjši skali, učinek 
ozadja se namreč ne spremeni (preglednici XXII in XXIII). Manjši vzorci so lažji za 
rokovanje, pa tudi bolj ekonomični, saj zanje porabimo petkrat manj topil in referenčnih 
standardov. S ponovno primerjavo ekstrakcije z acetonitrilom in etilacetatom smo ugotovili, 
da ni večjih razlik med obema topiloma. 
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Preglednica XXIV Primerjava učinka ozadja [%] med običajnim in na petino zmanjšanim postopkom za orehe pri uporabi 
različnega razmerja acetonitrila  
 
PAT DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
10% H2O + 90% ACN (1/5) 75,0 29,7 57,7 96,8 92,0 87,8 100,5 1427,0 
10% H2O + 90% ACN 71,3 32,1 62,6 84,5 94,1 90,8 100,9 1348,4 
25% H2O + 75% ACN (1/5) 43,6 17,4 52,7 79,4 91,5 83,8 93,9 1263,0 
25% H2O + 75% ACN 31,3 15,0 44,1 69,8 82,9 70,1 89,3 1223,8 
Pri orehih ne moremo potrditi, da je katera od kombinacij vode in acetonitrila boljša, razen za 
deoksinivalenol in aflatoksin G2, pri čemer pa moramo upoštevati, da se prvi ne pojavlja 
pogosto v oreškastem sadju, drugi pa ima zelo majhen odziv, zaradi česar pride hitreje do 
variabilnosti podatkov (preglednica XXIV). Za nadaljevanje smo izbrali pripravo s 25% vode, 
saj imamo enako pripravo vzorca tudi za rozine in kosmiče. Zearalenona ponovno nismo 
mogli vrednotiti, saj se kromatografski vrh iz ozadja prekriva z vrhom analita. 
4.1.3.2 Izbira ekstrakcijskega topila in preizkus dodatnega čiščenja z EMR Lipid 
Optimizacijo ekstrakcijskega postopka smo do sedaj vrednotili preko učinka ozadja, saj ta 
pristop omogoča manjšo porabo razpoložljivih standardov mikotoksinov. Vendar je pri 
pripravi vzorca pomemben celoten izkoristek postopka (vključuje učinek ozadja in izkoristek 
ekstrakcije), ki smo ga vrednotili v nadaljevanju. S pomočjo učinka ozadja smo že v veliki 
meri optimizirali postopek, zato je sledilo potrjevanje bistvenih ugotovitev predhodnih 
poskusov in manjše prilagoditve postopka na osnovi vrednotenja izkoristka metode. 
Patulina v nadaljevanju nismo več vključevali v postopek priprave vzorca skupaj z ostalimi 
mikotoksini, saj je bilo bolj smotrno razvili ločen postopek zaradi že prej omenjenih razlogov 
(poglavje 4.1, uvodni del). Analitika patulina je zato predstavljena v naslednjem poglavju 4.2. 
Etil acetat se je sicer izkazal za boljše topilo kot acetonitril pri vrednotenju učinka ozadja, 
vendar je treba upoštevati, da izbira topila vpliva tudi izkoristek ekstrakcije analita iz vzorca. 
Zato smo v poskusu na kosmičih in rozinah preverili obe topili (acetonitril in etil acetat), pri 
orehih pa etil acetat ni primeren kot topilo in smo namesto tega primerjali izkoristek postopka 
pri 10 in 25% vode v mešanici z acetonitrilom. 
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Slika 1 Primerjava izkoristka postopka (%) za pripravo vzorca ovsenih kosmičev z acetonitrilom in etil acetatom 
 
Slika 2 Primerjava izkoristka postopka (%) za pripravo vzorca rozin z acetonitrilom in etil acetatom 
 
Slika 3 Primerjava izkoristka postopka (%) za pripravo vzorca orehi z različnim razmerjem topila voda/acetonitril 
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Izkoristek postopka z uporabo acetonitrila ali etil acetata se pri kosmičih ne razlikujeta 
bistveno (slika 1). Dve bolj očitni razliki v izkoristku sta pri deoksinivalenolu in zearalenonu, 
ki sta za to vrsto vzorcev dokaj pomembna. Po eni strani ima deoksinivalenol boljši izkoristek 
z uporabo etil acetata (92% glede na 68%), po drugi strani pa ima zearalenon dokaj nizek 
izkoristek v istem topilu (34%), a acetonitril za polovico dvigne uspešnost ekstrakcije. 
Izkoristek ohratoksina A je v obeh toplih slab, kar pa bo v nadaljevanju potrebno izboljšati z 
drugimi pristopi. Uspešnost ekstrakcija je pri rozinah nekoliko boljša z acetonitrilom, razen za 
ohratoksin A (slika 2). Tudi splošno so izkoristki boljši kot pri vzorcu ovsenih kosmičev. Pri 
orehih smo opazili boljše izkoristke pri uporabi ekstrakcijske mešanice acetonitrila z 25% 
vode, razen za deoksinivalenol, kjer pa je uspešnost v obeh primerih pod 10% (slika 3).  
Na osnovi rezultatov smo zaključili, da je acetonitril boljše ekstrakcijsko topilo za ekstrakcijo 
analitov iz različnih vrst vzorcev. 
4.1.3.3 Vpliv dodatnega čiščenja vzorcev z EMR Lipid  
Zaradi relativno nizkih izkoristkov postopka priprave vzorca smo se v nadaljevanju odločili 
preveriti pripravo vzorca na osnovi QuEChERS. Uporabili smo set za dodatno prečiščevanje 
vzorcev EMR Lipid. Ta deluje tako, da se na dispergirane delce v tekočem vzorcu vežejo 
nečistote, s tem pa se načeloma zmanjša ozadje oz. interference pri analizi. 
Preglednica XXV Vpliv dodatnega čiščenja vzorcev z EMR Lipid na izkoristek postopka (%) 
 DON OTA AFG2 AFG1 AFB2 AFB1 ZEN 
Rozine 80,5 58,2 84,5 92,2 68,3 91,1 46,8 
Rozine + EMR Lipid 9,2 34,0 69,9 69,7 73,3 72,0 37,3 
Kosmiči 66,3 37,8 60,0 76,9 54,4 80,0 51,9 
Kosmiči + EMR Lipid 11,2 25,4 44,9 49,7 47,7 52,3 40,2 
Orehi 4,5 19,9 57,6 96,0 56,0 104,0 125,0 
Orehi + EMR Lipid 3,5 15,4 43,8 52,8 51,1 55,7 22,4 
 
Iz preglednice XXV je razvidno, kako vpliva dodatno prečiščevanje vzorca z disperznim SPE. 
Namen uporabe disperzivnega SPE je ostranitev snovi iz vzorca, ki povzročajo učinek ozadja, 
vendar so se v našem primeru na nosilec vezali tudi analiti. Od vseh mikotoksinov je najbolj 
izrazito upadla koncentracija deoksinivalenola, bistveno pa se je znižala tudi koncentracija 
ohratoksina A, ki že prej ni izkazoval dobrih izkoristkov. Glede na navodila proizvajalca smo 
v naslednjem koraku postopek nekoliko prilagodili, saj smo sumili, da smo na čistilno kartušo 
nanesli premajhno količino vzorca (45, 46). Komplet EMR Lipid se namreč predvidena za 
prečiščevanje 5 – 15 g trdnega vzorca.  
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Zaradi previsokih izkoristkov za zearalenon, kar je povezano s prekrivanjem kromatografskih 
vrhov ozadja in kromatografskega vrha zearalenona, smo namesto MRM prehodov v pozitivni 
ionizaciji, začeli spremljati MRM prehode v negativni ionizaciji, s čimer smo potrdili našo 
domnevo in rešili težavo. 
Zato smo v nadaljevanju preizkusili še različna razmerja med količino vzorca in količino 
uporabljenega dSPE materiala. Vzorce smo pripravljali na mletih ovsenih kosmičih. 
 
Slika 4 Vpliv mase zrnc EMR Lipid in zmanjšanje količine vzorca na izkoristek ekstrakcije (%)  
Poskus je potrdil slabše izkoristke, če 1 g vzorca uporabimo za celotno vsebine kompleta za 
prečiščevanje (slika 4). Po drugi strani pa so izkoristki bistveno višji (tudi do dvakrat), če 
uporabimo 5 g vzorca. Hkrati pa je tudi razvidno, da ob uporabi enakega razmerja med 
vzorcem in dSPE materialom dobimo primerljive izkoristke. To pomeni, da lahko po potrebi, 
kljub nepraktičnosti raztehtavanja dSPE zrnc, komplet za prečiščevanje razdelimo med več 
vzorcev, kar pa je izrednega pomena, ko imamo na voljo manjše količine standardov za 
preverjanje postopka. 
Ko smo uspešno določili ustrezno kombinacijo mase vzorca in količine dSPE zrnc, smo 
preveriti ponovljivost postopka na 4 paralelah. Ugotovili smo, da je postopek dobro ponovljiv. 
Nekoliko višji je RSD ( > 7%) za ohratoksin A, ki se obnaša zelo nepredvidljivo pri pripravi 
vzorcev, ter aflatoksin G2, ki ima zelo nizek odziv, saj je v zmesi standardov v zelo nizki 
koncentraciji (preglednica XXVI). 
Preglednica XXVI Izkoristki (%) in ponovljivost postopka (RSD) dodatnega čiščenja vzorca z Agilent EMR Lipid (n=4) 
 DON OTA AFG2 ZEN AFG1 AFB2 AFB1 
Izkoristek [%] 57,8 161,4 86,1 94,1 68,6 78,8 69,9 
RSD [%] 3,0 7,3 11,5 3,9 3,8 4,7 4,1 
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DON – deoksinivalenol, OTA – ohratoksin A, AFG2 – aflatoksin G2, ZEN – zearalenon, AFG1 – 
aflatoksin G1, AFB2 – aflatoksin B2, AFB1 – aflatoksin B1 
4.1.3.4 Preizkus delovanja dodatnega čiščenja s SupelQuE 
Ker z rezultati testiranih QuEChERS kartuš nismo bili zadovoljni, smo preizkusili še 
alternativne kartuše (SupelQuE), ki poleg C18 kot prečiščevalno sredstvo vsebujejo tudi 
primarni-sekundarni amin (PSA), kateri se uporablja za dodatno prečiščevanje ozadja iz 
prehranskih vzorcev. 
 
Slika 5 Primerjava izkoristka ekstrakcije (%) po dodatnem prečiščevanju vzorcev iz ovsenih kosmičev, rozin in orehov z EMR 
Lipid in SupelQuE 
Čeprav kosmiči niso specifično problematičen vzorec, je iz modrih stolpcev na sliki 5 
razvidno, da ima večino analitov izkoristek nekoliko boljši z kompletom SupelQuE z EMR 
Lipid. Izjeme so aflatoksina B1 in G1 (problematika opisana v kasnejšem podpoglavju) ter 
ohratoksin A, pri katerem je izkoristek za približno 10% slabši v primerjavi z EMR Lipid. 
Pri rozinah so razlike nekoliko očitnejše kot pri kosmičih, vendar pa so izkoristki pri nekaterih 
analitih navidezno presegli 100%, kar bi bil lahko rezultat vpliva ozadja, napak pri izvedbi ali 
česa drugega. V nasprotju s kosmiči se je pri rozinah za vse aflatoksine izkazalo, da so 
izkoristki boljši pri uporabi mešanice C18 in PSA, občutno boljši pa je tudi za 
deoksinivalenol in zearalenon (zeleni stolpci na sliki 5). Le ohratoksin A ima polovico nižji 
izkoristek pri SupelQuE kompletu. 
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Glede dodatnega čiščenja vzorca pred analizo smo imeli vedno največje težave z orehi, saj 
predstavljajo najbolj kompleksen matriks. To se lepo vidi pri rezultatih primerjave obeh 
QuEChERS materialov (rumeni stolpci na sliki 5). Razen aflatoksinov B1 in G1, pri katerih 
imamo težave s stabilnostjo (dokazali v naslednjem podpoglavju), se pri vseh ostalih analitih 
vidi izboljšanje izkoristka, ki je veliko bolj očitno kot pri rozinah ali kosmičih. Celo 
ohratoksin A ima primerljiv izkoristek, za katerega pa smo predhodno videli, da ima do 
dvakrat manjši izkoristek z uporabo SupelQuE. 
4.1.3.5 Dodatne optimizacije SupelQuE postopka 
Glede na navodila proizvajalca SupelQuE (42), se pri odstranjevanju vode v prvem delu 
ekstrakcije poleg magnezijevega sulfata uporablja natrijev acetat. Zato smo na kosmičih 
preverili le-tega namesto natrijevega klorida, ki smo ga do sedaj uporabljali (slika 6). Preverili 
smo tudi izkoristke analitov v vseh treh vrstah vzorcev. Izkoristek deokisnivalenola in 
zearalenona je zadovoljiv, ustrezen pa je tudi za aflatoksina B2 in G2, medtem ko je ponovno 
prišlo do razpada pri aflatoksinih B1 in G1 (preglednica XXVII). Izkoristek za ohratoksin A 
je še vedno slab in smo ga zato poskušali izboljšati z modifikacijami postopka priprave 
vzorca. Med različnimi vzorci hrane pa ni več tako velike razlike v izkoristkih, še vedno je pri 
orehih nekoliko nižja za najbolj polarne analite. 
Preglednica XXVII Izkoristki postopka (%) za vse tri vrste vzorcev v primeru uporabe kombinacije MgSO4 in natrijevega 
acetata 
 DON OTA AFG2 ZEN AFG1 AFB2 AFB1 
Kosmiči 73,1 22,9 81,5 102,8 67,4 82,2 59,7 
Rozine 63,9 31,7 73,3 106,7 62,0 81,0 66,4 
Orehi 52,6 17,4 84,5 108,6 53,2 80,7 63,3 
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Slika 6 Primerjava izkoristka postopka (%) pri vzorcu ovsenih kosmičev ob uporabi natrijevega citrata ali natrijevega 
klorida v kombinaciji z MgSO4 za izsoljevanje  
Kot je razvidno iz slike 6 ni bistvenih razlik, če izberemo natrijev acetat ali natrijev klorid. 
Razen za ohratoksin A, pri katerem je izkoristek z uporabo natrijevega acetata kar za polovico 
slabši. Ker proizvajalec tega kompleta priporoča uporabo natrijevega acetata kot dodatka k 
MgSO4, smo to v nadaljevanju upoštevali, kljub slabšemu izkoristku za ohratoksin A. 
Z majhnimi modifikacijami postopka smo želeli še nekoliko optimizirati izkoristke analitov, 
predvsem smo se osredotočili na ohratoksin A. Ker smo v prejšnjem poskusu ugotovil, da 
natrijev klorid pozitivno vpliva na uspešnost ekstrakcije ohratoksina A, hkrati pa smo se želeli 
držati navodil proizvajalca, smo preizkusili kombinacijo obeh soli. Poleg tega smo v literaturi 
zasledili, da dodatek 2% ocetne kisline (AA) poveča izkoristke ohratoksina A zaradi 
spremembe ionizacije analita (47). Preverjali smo tudi druge variante, in sicer uporabo manjše 
količine soli in volumna ekstrakcijskega topila ter vpliv prečiščevanja vzorca na izkoristek 
ohratoksina A (slika 7). 
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Slika 7 Primerjava izkoristkov (%) modificiranih postopkov priprave vzorca rozin 
Ugotovili smo, da je ohratoksin A edini izmed obravnavanih analitov, na katerega dodatno 
čiščenje vpliva negativno, saj je izkoristek brez čiščenje z dSPE kar trikrat višji (oranžen 
stolpec na sliki 7). Na vse ostale analite ta dodaten korak čiščenje vpliva malenkost pozitivno, 
saj odstrani snovi, ki dušijo njihov signal, vsekakor pa razlika ni tako izrazita, kot je za 
ohratoksin A. To težavo je možno rešili brez spreminjanja postopka, in sicer tako, da del 
vzorca po QuEChERS ekstrakciji neposredno analiziramo brez dodatnega čiščenja. 
Ker smo hoteli obdržati enak postopek za pripravo vseh vrst vzorcev, hkrati pa tudi sočasno 
analizo vseh mikotoksinov, smo poskusili izboljšati ekstrakcijo ohratoksina A na prvem 
nivoju s pomočjo dodatka ocetne kisline. Medtem ko je 1% ocetna kislina v acetonitrilu 
zagotovila približno 15% izkoristek po dodatnem čiščenju, je 2% povečala izkoristek kar 
dvakrat (zelen stolpec na sliki 7). Dokazali smo tudi, da ob odsotnosti ocetne kisline 
ohratoksin A v končnem vzorcu praktično ni prisoten (rumen stolpec na sliki 7). Delež kisline 
pa ni smiselno dvigniti nad 2%, saj se pri ostalih analitih opazi, da je izkoristek v primerjavi z 
vzorcem brez dodane kisline nekoliko nižji. 
V okviru tega poskusa smo dodatno preverili vpliv volumna organskega topila na izkoristek. 
Če postopek priprave 5 (svetlo moder stolpec na sliki 7) primerjamo s postopkom priprave 1, 
vidimo, da ni bistvenih razlik, kar pomeni, da sta postopka zamenljiva. Za nas pa je to 
pomemben podatek, saj na ta način pridobimo nekoliko nižjo mejo določitve, ker enako 
količino vzorca ekstrahiramo v manjšo količino topila, kar pomeni da so potencialno prisotni 
analiti za tretjino bolj koncentrirani. 
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4.1.3.6 Vpliv filtracije 
Zaradi dela z zelo majhnimi količinami vzorca smo se odločili preveriti, če se analiti morebiti 
vežejo na membrano filtra, ki smo ga uporabljali kot zadnji korak pri čiščenju vzorca pred 
injiciranjem. Izkazalo se je, da s filtriranjem skozi membranski filter RC 0,20 µm izgubimo 
približno polovico ohratoksina A (preglednica XXVIII), kar razloži slabše izkoristke tega 
analita v preteklih poskusih (slika 5, preglednica XXVII). Odločili smo, da vzorcev ne bomo 
več filtrirali, ampak bomo trdne delce odstranili s centrifugiranjem v mikrocentrifugirkah pri 
visokih obratih. Pri ostalih mikotoksinih nismo zaznali vezave na filtre. 
Preglednica XXVIII Preverjanje filtracije zmesi standardov mikotoksinov, podan je izkoristek pri filtraciji glede na 
nefiltrirano zmes ter ponovljivost postopka (n=3)  
 PAT- PAT+ DON OTA AFG2 ZEN AFG1 AFB2 AFB1 
Vsebnost (%) 93,5 89,1 98,7 49,1 118,8 106,9 94,7 95,1 97,5 
 RSD (%) 5,2 11,7 1,0 11,3 4,4 3,0 1,9 4,1 1,5 
PAT-: patulin v negativni ionizaciji, PAT+: patulin v pozitivni ionizaciji 
4.1.3.7 Stabilnost aflatoksinov 
Na nestabilnost aflatoksinov smo prvič posumili pri prehodu iz prvega seta (vrednotenje 
učinka ozadja) na drugi set poskusov (vrednotenje izkoristka postopka). Sprva je izgledalo, da 
so izkoristki za aflatoksine pač slabši, a ker smo ugotovili, da so z vsakim naslednjim 
poskusom izkoristki še slabši, smo se odločili preveriti stabilnosti aflatoksinov. 
Zmesi aflatoksinov, ki je pripravljena v metanolu vsebnost aflatoksinov B1 in G1 v enem 
dnevu pade na polovico, medtem ko se vsebnost aflatoksinov B2 in G2 poveča vsaj za 
dvakrat. Zato se postavlja vprašanje, ali se G1 in B1 pretvorita v G2 in B2. V ta namen smo 
preverjanje stabilnost aflatoksinov ponovili, tokrat v acetonitrilu. Dodatno smo preprečili 
izpostavljenost svetlobi, hkrati pa viale z raztopinami ovili s parafilmom, da smo preprečili 
dostop zraka. 
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Slika 8 Stabilnost aflatoksinov, raztopljenih v acetonitrilu, na sobni temperaturi, izpostavljeni svetlobi (vsebnost [%]) 
Ker pri standardu, shranjenem v vialah v zamrzovalniku in tudi v tisti, ki je bila na sobni 
temperaturi ovita v folijo, v enakem času ni prišlo do sprememb vsebnosti, slika 8 vsebuje le 
podatke o spremembi vsebnosti aflatoksinov v viali, ki je bila na sobni temperaturi in 
izpostavljena dnevni svetlobi. 
Viden je upad vsebnosti vse štirih aflatoksinov, pri čemer se v osmih dneh zmanjša vsebnost 
za približno 20% za aflatoksina B1 in G1, 30% za B2, in skoraj 70% za G2. Ti rezultati so 
nasprotujoči zgornjim, vendar pa je povsem možno, da je stabilnost teh analitov v acetonitrilu 
bistveno boljša, pri izpostavljenosti sončni svetlobi pa aflatoksina B2 in G2 razpadata hitreje, 
kot nastajata iz aflatoksinov B1 in G1. Ugotovili smo, da so aflatoksini v zmesi standardov 
nestabilni (v metanolu še bolj kot v acetonitrilu), zato bi bilo smiselno uporabljati 
acetonitrilne raztopine in jih shraniti v hladilni skrinji pri -20°C za daljše shranjevanje, med 
uporabo pa morajo biti zaviti v aluminijasto folijo, da preprečimo dostop svetlobe. 
4.1.3.8 Preizkus enostopenjskih prečiščevalnih SPE kartuš  
Ker izkoristek postopka še vedno ni bil blizu 100%, smo pridobili vzorce enostopenjskih 
imunoafinitetnih kartuš, ki veljajo za najpreprostejšo in najučinkovitejšo metodo 
prečiščevanja vzorcev za iskanje točno določenih mikotoksinov. Kljub temu smo učinkovitost 
teh specifičnih katruš preizkušali na vzorcih, ki so bili obogateni z vsemi obravnavanimi 
mikotoksini. 
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Preglednica XXIX Izkoristek postopka vzorcev (%), pripravljenih po navodilih proizvajalca za enostopenjske kartuše Afla-
Zea 
 
PAT- PAT+ DON OTA AFG2 ZEN AFG1 AFB2 AFB1 
Kosmiči 70,1 66,2 77,6 0 112,5 71,9 20,7 102,2 16,6 
Rozine 103,7 95,9 81,4 0 127,9 71 24,9 124,5 20,2 
Orehi 67,5 48,9 70,6 0 98,1 66,5 18,1 91,3 14,8 
Kartuše AflaZea so specifično namenjene zaznavi aflatoksinov in zearalenona. Čeprav se je v 
dosedanjih poskusih izkazalo, da so ti analiti manj problematičnih kot ostali trije, smo kartuše 
preizkusili. Izkazalo se je, da te kartuše prepuščajo vse analite, razen ohratoksin A, za 
katerega je bil že prej ugotovljen značilen nizek izkoristek (preglednica XXIX). Ponovno smo 
opazili nizke izkoristke za aflatoksina B1 in G1, kar pa je posledica njune nestabilnosti. 
Izkoristki za ostale analite so dobri (>70%), kar postavlja to metodo med prednostne načine 
priprave vzorcev. 
Preglednica XXX Izkoristek postopka vzorcev (%), pripravljenih po navodilih proizvajalca za enostopenjske kartuše ToxiDon 
 
PAT- PAT+ DON OTA AFG2 ZEN AFG1 AFB2 AFB1 
Kosmiči 2,5 5,9 18,2 0,1 1,2 0 0,2 0,2 0,1 
Rozine 3,4 7,5 18 0 4,1 0 0,2 0,3 0,1 
Orehi 2,1 6,7 22,8 0 3,6 0 0,2 0,2 0,1 
Kartuše ToxiDon so specifično namenjene prečiščevanju vzorcev za določitev 
deoksinivalenola. Ta je tudi edini analiti, ki ga zaznamo, a je izkoristek zelo slab - okrog 20% 
(preglednica XXX). To sicer ni posebno problematično, saj ima deoksinivalenol dober odziv, 
poleg tega pa so njegove zakonsko določene meje precej visoke. Kljub temu so te kartuše za 
namen našega dela povsem neuporabne, saj so primerne le za en analit. 
Preglednica XXXI Izkoristek postopka vzorcev (%), pripravljenih po navodilih proizvajalca za enostopenjske kartuše 
ToxiTricho 
 
PAT- PAT+ DON OTA AFG2 ZEN AFG1 AFB2 AFB1 
Kosmiči 18,2 19,4 49,7 0,1 1 0 0,3 0,5 0,2 
Rozine 18,8 9,7 31,1 0 1 0 0,2 0,5 0,3 
Orehi 23,4 14,8 58,9 0 1,2 0 0,2 0,8 0,1 
Karuše ToxiTricho so namenjene prečiščevanju mikotoksinov iz skupine trihotecenov, v 
katero od zakonsko omejenih toksinov spadajo deoksinivalenol, fumozini ter T-2 in HT-2 
toksin. Tudi te kartuše imajo za nas omejeno uporabnost, saj so namenjene prečiščevanju le 
enega od naših analitov, vendar so nekoliko bolj učinkovite kot kartuše ToxiDon (preglednica 
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XXX), saj so izkoristki za deoksinivalenol med 30 in 60% (preglednica XXXI). Poleg tega so 
omembe vredni izkoristki za patulina (približno 20%), čeprav ne spada v skupino 
trihotecenov, za ostale analite pa kartuša ni primerna. 
4.1.4 Vrednotenje končne metode 
Vrednotenje metode smo izvajali na treh različnih vzorcih, saj smo med razvojem metode 
opazili, da se priprava vzorca med različnimi vrstami hrane razlikuje. Na ta način smo 
zagotoviti možnost analize širšega spektra vzorcev s poenotenim postopkom priprave vzorca, 
pri čemer z ovsenimi kosmiči zajamemo vzorce, ki vsebujejo veliko škroba (ostale žitarice, 
koruza, kruh, pecivo, granola, piškoti…), z rozinami zajamemo vzorce, ki vsebujejo veliko 
sladkorjev (suho sadje, sveže sadje, marmelade, kompoti), z orehi pa zajamemo vzorce, ki 
vsebujejo veliko maščob (ostali oreški, bučna semena in ostale surovine za olje).  
Vzorce kosmičev, rozin in orehov smo pripravili po postopku 3.2.3.2, metodo pa smo 
vrednotili v skladu s smernicami za ovrednotenje analiznih metod, še posebej za validacijo 
bioanaliznih metod, kot jih predlaga FDA (ameriška agencija za zdravila in hrano) (43). 
4.1.4.1 Kosmiči 
Metodo smo na vzorcih, pripravljenih iz kosmičev uspešno validirali za vse analite razen za 
aflatoksin G2, pri katerem je bila linearnost umeritvene premice neustrezna (preglednica 
XXXII). Učinek ozadja je najbolj izrazit pri aflatoksinu B1, vendar pa je izkoristek dovolj 
visok, da smo še vedno dosegli dovolj nizko mejo določitve, da lahko relativno zanesljivo 
napovemo njegovo vsebnost v vzorcih, ki so kontaminirani približno na meji, ki je zakonsko 
določena za prehrano. Ohratoksin A ima ustrezne validacijske parametre, a je meja določitve 
70,3 µg/kg, kar pa je več kot desetkrat nad zakonsko določeno mejo. Težavo pri ohratoksinu 
A predstavlja zelo slab izkoristek postopka, saj ga približno polovico izgubimo pri 
QuEChERS ekstrakciji, ostalo pa še dodatno pri prečiščevanjem z disperznim SPE, ki vsebuje 
primarni-sekundarni amin, s čimer se je izkoristek zmanjšal pod 10%. To težavo bi lahko 
odpravili z optimizacijo postopka, na primer z uporabo NaCl namesto Na-citrata pri prvi 
ekstrakciji, z uporabo EMR Lipid namesto SupelQuE ali brez uporabe dodatnega čiščenja z 
dSPE. 
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Preglednica XXXII Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje linearnosti za vzorce 
pripravljene iz ovsenih kosmičev 
 
Izkoristek 
postopka 
[%] 
Učinek 
ozadja 
[%] 
Linearnost 
[R2] 
Meja 
določitve 
[µg/kg] 
Območje 
linearnosti 
[µg/kg] 
DON 34,2 89,0 0,9934 140,6 140,6 - 843,8 
OTA 7,9 84,7 0,9988 70,3 70,3 - 281,3 
AFG2 42,2 92,5 0,9262 0,7 0,7 - 4,2 
ZEN 36,9 97,8 0,9936 70,3 70,3 - 421,9 
AFG1 75,8 83,3 0,9991 2,8 2,8 - 16,9 
AFB2 33,6 87,1 0,9995 0,7 0,7 - 4,2 
AFB1 65,0 76,0 0,9989 2,8 2,8 - 16,9 
 
Preglednica XXXIII Ponovljivost in točnost metode pri dveh različnih koncentracijah (50 in 75%) za vzorec ovseni kosmiči 
 
Ponovljivost50% 
[RSD, %] 
Točnost50% 
[%] 
Ponovljivost75% 
[RSD, %] 
Točnost75% 
[%] 
DON 5,8 94,6 2,4 105,7 
OTA 6,3 101,2 4,1 97,8 
AFG2 6,4 63,8 12,8 114,3 
ZEN 2,3 95,8 2,3 105,4 
AFG1 2,0 98,2 3,8 101,2 
AFB2 7,3 96,9 6,8 101,5 
AFB1 4,8 98,1 2,6 103,4 
 
Kljub temu je metoda ustrezno ponovljiva in ima precej dobro točnost pri obeh preverjenih 
koncentracijah, saj RSD ne presega niti 10% pri nobenem od analitov (preglednica XXXIII), 
razen pri aflatoksinu G2, kjer dosega 12,3%. Tu nekoliko odstopa tudi točnost, saj imamo 
najvišja odstopanja kar 36,2%. Za ostale analite je točnost 100% (±6%). 
4.1.4.2 Rozine 
Pri rozinah so izkoristki za analite nekoliko nižji kot pri kosmičih, razen za ohratoksina A 
(XXXIV), Linearnost metode odstopa pri ohratoksinu A in aflatoksinu G2, Pri rozinah bi 
lahko območje metode za ohratoksin A postavili v nižje koncentracijsko območje, še vedno 
pa ne bi mogli doseči meje, ki je zakonsko določena. Iz istih razlogov zelo verjetno niha tudi 
točnost odziva ohratoksina A, medtem ko je ponovljivost odlična, saj RSD ne presega 6,9 % 
(preglednica XXXV). Če izvzamemo ta dva analita, imajo ostali ustrezno ponovljivost 
(RSD<8,3) ter točnost 100 (±7%). 
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Preglednica XXXIV Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje linearnosti za vzorce 
pripravljene iz rozin 
 
Izkoristek 
postopka  
[%] 
Učinek 
ozadja  
[%] 
Linearnost  
[R2] 
Meja 
določitve 
[µg/kg] 
Območje 
linearnosti 
[µg/kg] 
DON 30,0 81,8 0,998 140,6 140,6 - 843,8 
OTA 15,5 90,4 0,9782 70,3 70,3 - 421,9 
AFG2 41,3 83,4 0,9403 0,7 0,7 - 4,2 
ZEN 34,4 88,4 0,9998 70,3 70,3 - 421,9 
AFG1 43,2 61,1 0,9962 2,8 2,8 - 16,9 
AFB2 35,1 89,2 0,9924 0,7 0,7 - 4,2 
AFB1 50,8 68,5 0,9992 2,8 2,8 - 16,9 
 
Preglednica XXXV Ponovljivost in točnost metode pri dveh različnih koncentracijah (50 in 75%) za vzorec rozine 
 
Ponovljivost50% 
[RSD, %] 
Točnost50% 
[%] 
Ponovljivost75% 
[RSD, %] 
Točnost75% 
[%] 
DON 6,0 98,3 3,8 101,1 
OTA 1,9 91,4 6,9 118,0 
AFG2 6,8 111,8 6,6 95,6 
ZEN 3,8 100,5 4,3 99,2 
AFG1 5,2 102,1 4,7 95,4 
AFB2 5,3 107,1 4,9 102,0 
AFB1 5,0 102,8 8,3 97,4 
4.1.4.3 Orehi 
Pri vrednotenju metode za orehe se opazi, da so kompleksnejši vzorec, saj linearnost ni bila 
ustrezna za dva analita, in sicer ohratoksin in aflatoksin G2 (preglednica XXXVI), pa tudi 
izkoristek ekstrakcije je nekoliko nižji, kot v drugih dveh vzorcih. Točnost odstopa več kot 
20% za aflatoksina B2 in G2, ponovljivost pa je ustrezna za vse analite (preglednica 
XXXVII). 
Preglednica XXXVI Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje linearnosti za vzorce 
pripravljene iz orehov 
 
Izkoristek 
postopka  
[%] 
Učinek 
ozadja 
[%] 
Linearnost  
[R2] 
Meja 
določitve 
[µg/kg] 
Območje 
linearnosti 
[µg/kg] 
DON 21,6 53,1 0,9981 140,6 281,3 - 843,8 
OTA 17,1 160,7 0,978 70,3 70,3 - 421,9 
AFG2 48,1 98,4 0,9309 0,7 0,7 - 4,2 
ZEN 32,2 81,0 0,9995 70,3 70,3 - 421,9 
AFG1 45,8 62,2 0,9998 2,8 2,8 - 16,9 
AFB2 27,7 61,7 0,9843 0,7 0,7 - 4,2 
AFB1 40,6 54,0 0,9995 2,8 2,8 - 16,9 
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Preglednica XXXVII Ponovljivost in točnost metode pri dveh različnih koncentracijah (50 in 75%) za vzorec orehi 
 
Ponovljivost50% 
[RSD, %] 
Točnost50% 
[%] 
Ponovljivost75% 
[RSD, %] 
Točnost75% 
[%] 
DON 5,4 119,6 4,0 107,0 
OTA 11,9 100,9 7,0 85,8 
AFG2 9,2 110,9 7,5 73,9 
ZEN 2,1 102,2 6,0 98,2 
AFG1 9,7 98,7 7,6 100,0 
AFB2 8,1 101,3 6,9 129,1 
AFB1 9,9 98,4 6,6 99,5 
 
Selektivnost metode smo potrdili v vseh treh vrstah hrane. Vseh sedem mikotoksinov se med 
seboj kromatografsko loči, kromatografski vrhovi pa so tudi ustrezno simetrični (priloga 4). V 
raztopini praznega vzorca (kosmiči, rozine ali orehi) ni interferenc, ki bi motile analite pri 
izbranih kvantitativnih MRM prehodih (priloga 5). V prilogi 6 pa je prikazan kromatogram 
realnega vzorca (plesnivo pecivo), pozitivnega na ohratoksin A. V tem primeru je ostalo 
nespremenjeno razmerje odzivov med kvantitativnim in kvalitativnim MRM prehodom za 
ohratoksin A, tako v standardu kot tudi v realnem vzorcu (priloga 7), kar potrjuje, da je 
metoda ustrezna za vrednotenje prisotnosti mikotoksinov. 
 
4.1.5 Realni vzorci 
Realne vzorce smo razdelili na škrobne (6 vzorcev), bogate s sladkorji (7 vzorcev) in mastne 
vzorce (10 vzorcev). Pri vsakih skupini smo vključili vsaj enega, ki je bil videti močno 
plesniv, z namenom, da bi preverili ustreznost razvite metode, ko ekstrahiramo naravno 
nastale mikotoksine. Za škrobne vzorce sta bila to plesniv kruh in plesnivo pecivo, pri čemer 
se je na prvem razvijala bela plesen, pri drugem pa je bilo več otočkov plesni različnih barv; 
pri vzorcih bogatih s sladkorji je bil korenček z belo puhasto plesnijo, maline, ki smo jih 
poskusili načrtno pripraviti do bujnega plesnenja, kar nam je spodletelo, ter intenzivno 
plesniva doma pripravljena paradižnikova omaka in marmelada iz nedoločljivega sadja. Med 
mastnimi vzorci smo preverjali orehe nabrane na dveh različnih lokacijah (od katerih so bili le 
eni močno plesnivi) ter ene pretečene arašide. Od ostalih vzorcev je bilo nekaj komercialnih, 
nekaj pa doma pridelanih, vendar pa je za vse veljalo, da so bili znotraj roka uporabe in niso 
imeli značilnih organoleptičnih lastnosti pokvarjene hrane. Rezultati so predstavljeni v 
preglednici XXXVIII. 
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Preglednica XXXVIII Testirani realni vzorci z določeno vsebnostjo mikotoksinov v µg/kg 
 PAT- PAT+ DON OTA AFG2 ZEN AFG1 AFB2 AFB1 
Ovseni kosmiči (Lidl) - - - - - - - - - 
Ovseni kosmiči (Hofer) - - - - - - - - - 
Ovseni kosmiči Mornflake - - - - - - - - - 
Ovseni kosmiči DM bio - - - - - - - - - 
Plesnivo pecivo - - - 24,7 - - - - - 
Plesniv kruh - - 11,8 - - - - - - 
Rozine (Lidl) - - - - - - - - - 
Rozine (neznan izvor) - - - - - - - - - 
Sušen ananas - - - - - - - - - 
Korenje - - - - - - - - - 
Maline - - - - - - - - - 
Plesniva marmelada - - - - - - - - - 
Plesniva paradižnikova omaka 313,7 117,9 - - - - - - - 
Orehi (Lidl) - - - - - - - - - 
Domači orehi - - - - - - - - - 
Plesnivi orehi - - - - - 75,5 - - - 
Lešniki - - - - - - - - - 
Mleti lešniki  - - - - - - - - - 
Arašidi Snack Fun Jumbo Pack - - - - - - - - - 
Arašidi Snack Fun (Hofer) - - - - - - - - - 
Arašidovo maslo (Lidl) - - - - - - - - - 
Bučna semena - - - - - - - - - 
Študentska hrana (Mercator) - - - - - - - - - 
  
V plesnivem kruhu smo uspeli zaznati deoksinivalenol pri ocenjeni koncentraciji 11,8 µg/kg, 
saj je vsebnost na približno 10% meje določitve, pa tudi petdesetkrat nižje od zakonsko 
določene meje za žitarice in produkte iz žitaric. S tem toksinom je lahko bila kontaminirana 
že moka, iz katere je bil kruh pripravljen, ali pa so spore plesni preživele peko in začele 
proliferirati, ko so pogoji postali ugodni. 
Ohratoksin A smo našli v plesnivem pecivu z vsebnostjo 24,7 µg/kg, kar je dejansko nad 
dovoljeno mejo, vendar gre za ocenjeno vrednost, saj je spodnja meja določitve metode 70,3 
µg/kg. Vseeno gre za zelo očitno prisotnost toksina v hrani, zato odsvetujemo uživanje peciv 
z vidnimi znaki plesni. Ohratoksin A proizvajajo plesni, ki se razvijajo med skladiščenjem, 
zato verjetno v sveže pripravljenem pecivu toksin še ni bil prisoten. 
Med sladkornimi vzorci, kljub barvitem naboru in količini plesni v korenčku, malinah in 
marmeladi, nismo našli popolnoma nobenega od preučevanih mikotoksinov. Vzorec, 
pripravljen iz paradižnikove omake, pa nas je pravzaprav presenetil z visoko vsebnostjo 
patulina, in sicer nekje okrog 300 µg/kg (pozitivno ionizacijo patulina uporabljamo zgolj za 
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potrditev prisotnosti), kljub temu, da mešanica plesni, ki so se namnožile na površini omake, 
ni bila značilno modro – zelene barve.  
Še eno presenečenje smo doživeli pri analizi plesnivih orehov – namesto pričakovanih 
aflatoksinov ali vsaj ohratoksina A smo v njih določili zearalenon, ki je sicer značilen, da se 
pojavlja pri žitaricah oziroma še bolj specifično – koruzi že od mlade rastline naprej. Meja za 
zearalenon v oreških zakonsko ni postavljena, če pa se opremo na mejo, določeno za žitarice 
in njihove produkte, pa jo orehi presegajo. Orehi so bili že na videz močno prizadeti zaradi 
plesni, in bi jih zavrgli, ne glede na prisotnost toksinov. 
Dodatno smo izvedli še poskus primerjave učinka ozadja in v nekaterih primerih izkoristka 
postopka pri testiranih realnih vzorcih (priloga 8). Opazno je bilo precejšnje nihanje že pri 
vzorcih, ki naj bi bili med sabo primerljivi (na primer več vrst ovsenih kosmičev, orehi, 
lešniki), med vzorci, ki so bili različni od vzorca na katerem smo razvijali metodo, pa je bila 
razlika še toliko bolj očitna. Nekoliko manjša, vendar pa še vedno vidna nihanja so bila pri 
izkoristkih ekstrakcij iz različnih vzorcev. 
S tem poskusom smo pokazali, da se analiti v navidezno podobnih vzorcih ne obnašajo enako. 
Za realno določitev vsebnosti toksinov v vsakem od vzorcev je zato nujno poleg vsebnosti 
preveriti tudi, kako se celoten nabor analitov obnaša pri ekstrakciji in po njej kot del učinka 
ozadja. Rezultati iz priloge 8 pa tudi potrjujejo, da je razviti postopek priprave vzorca 
ustrezen za določanje prisotnosti izbranih mikotoksinov, saj v nobenem ob vrednotenih 
realnih vzorcev ni prišlo do popolne supresije nobenega od analitov. 
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4.2 Metoda za ekstrakcijo patulina iz jabolk in izdelkov iz jabolk 
Patulin je bil težko analitsko združljiv z ostalimi mikotoksini, saj je v skupni metodi z 
ostalimi analiti izkazoval visok učinek ozadja in nižji izkoristek ekstrakcije (rezultati v 
prejšnjem poglavju). Poleg tega je zanj značilno, da ga proizvaja plesen, ki specifično 
okužuje jabolka oziroma vse vrste sadežev iz družine Rosaceae (hruška, breskev, marelica, 
sliva, češnja…). Zato smo se odločili da bomo zanj razvili ločen postopek priprave vzorca, 
in sicer iz treh različnih jabolčnih matriksov (sok, sveže in suho sadje). 
4.2.1 Optimizacija postopka za ekstrakcijo patulina 
Razvoj postopka smo začeli na jabolčnem soku, saj spada med izdelke, ki so najpogosteje 
testirani za prisotnost patulina. Osnovni postopek smo izbrali iz članka, ki je predvideval 
ekstrakcijo 10 g soka z 10 mL acetonitrila in nato izsoljevanje z MgSO4 in NaCl (31). 
Postopek smo delno modificirali z namenom varčevanja s standardom, obdržali smo 
razmerje med vzorcem in ekstrakcijskim topilom, a zmanjšali količino materialov - 2 g 
soka smo dodali 2 mL acetonitrila Dodatno smo pripravili tudi vzorce z 2 g soka in večjimi 
volumni acetonitrila.  
Preglednica XXXIX Izkoristek postopka (%) za patulin iz jabolčnega soka pri uporabi različnih volumnov topila  
 PAT- PAT+ 
10 mL ACN 87,0 76,3 
6 mL ACN 85,5 74,4 
4 mL ACN 79,8 70,7 
2 mL ACN 88,9 64,1 
Izkazalo se je, da z dodatkom 2 mL acetonitrila dobimo najboljše izkoristke, kadar 
analiziramo patulin v negativni ionizaciji, v nasprotju s tem pa v pozitivni ionizaciji daje 
najboljše rezultate ekstrakcija z 10 mL acetonitrila (preglednica XXXIX). V pozitivni 
ionizaciji ima patulina pri realnih vzorcih bistveno več ozadja kot v negativni ionizaciji, 
kar je verjeten razlog za navidezno boljši izkoristek pri 10 mL ekstrakcijskega topila, saj 
bolj razredčen vzorec predstavlja manjše ozadje. 
4.2.2 Druge modifikacije ekstrakcijskega postopka 
V nadaljevanju smo preskusili še nekatere modifikacije postopka ter ugotavljali izkoristek 
postopka in učinek ozadja. Metanol se je izkazal za prešibko ekstrakcijsko topilo, saj je 
izkoristek v primerjavi z acetonitrilom kar 15% nižji (preglednica XL), ob dodatku 1% 
mravljinčne kisline pa ni prišlo do spremembe, zato smo se odločili, da kisline ne bomo 
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vključili v postopek. Če smo v postopku uporabili dodaten korak - 10 minut ekstrakcije v 
ultrazvočni kadički, se je izkoristek izboljšal za približno 10%, odziv pa je bil v tem 
primeru primerljiv vzorcu, ki smo ga pripravili za preučevanje učinka ozadja pri patulinu v 
negativni ionizaciji, kar pomeni, da je pri tem postopku izkoristek ekstrakcije praktično 
100%. 
Preglednica XL Izkoristek postopka (%) za patulin iz jabolčnega soka pri različnih modifikacijah postopka 
 PAT- PAT+ 
4 mL ACN + 3 min vortex 85,5 77,9 
4 mL ACN + 3 min vortex + 10 min UZ 92,5 74,8 
4 mL ACN + mravljinčna kislina (1%) 79,8 70,0 
4 mL ACN (učinek ozadja) 92,3 98,7 
4 mL MeOH 65,5 60,7 
Tudi za patulin smo preveriti, ali dodatno prečiščevanje vzorcev z EMR Lipid izboljša 
izkoristek postopka in učinek ozadja pri vzorcu jabolčnega soka. Izkazalo se je, da s 
prečiščevanjem vzorca z EMR Lipid ne vplivamo na uspešnost priprave vzorca, saj je tako 
izkoristek postopka kakor tudi učinek ozadja ostal nespremenjen v pozitivni in negativni 
ionizaciji (preglednice XLI). To je sicer razumljivo, saj uporabljen QuECheRS predvideva 
čiščenje vzorcev z lipidnim matriksom in ni namenjen odstranjevanju sladkorjev in 
vodotopnih barvil. Razvidno je tudi, da je v pozitivni ionizaciji vpliv matriksa na analizo 
bistveno večji in je zato snemanje patulina v pozitivni ionizaciji primerno le za kvalitativno 
potrditev njegove prisotnosti.  
Preglednica XLI Primerjava izkoristka postopka (%) in učinka ozadja (%) pred in po dodatnem čiščenju z EMR Lipid 
(dSPE) 
2 mL soka + 4 mL ACN PAT- PAT+ 
Izkoristek po uporabi dSPE 68,1 42,0 
Izkoristek pred uporabo dSPE 67,6 40,9 
Učinek ozadja po uporabi dSPE 98,4 66,1 
Učinek ozadja pred uporabo dSPE 102,5 64,3 
4.3 Vrednotenje končne metode za patulin 
Metodo smo ovrednotili na treh različnih vzorcih, in sicer v jabolčnem soku, jabolku in v 
jabolčnem čipsu, saj smo iz teh skupin hranil izbrali tudi realne vzorce. Metoda je ustrezna 
za vzorec jabolčni sok v negativni ionizaciji, saj imamo visok izkoristek metode, 
zanemarljiv učinek ozadja, ustrezno linearnost (determinacijski koeficient > 0,99), 
ponovljivost (RSD < 4% pri obeh koncentracijah), točnost pa ne presega 100±5%, 
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(preglednica XLII in XLIII). Poleg najnižje meje, ki je patulin ne sme preseči v izdelkih iz 
jabolk (25 µg/kg), smo metodo validirati dovolj nizko, da bi lahko testirali prehranske 
izdelke iz jabolk za dojenčke (10 µg/kg). 
Preglednica XLII Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje linearnosti metode za vzorec, 
pripravljen iz jabolčnega soka 
 
Izkoristek 
postopka  
[%] 
Učinek 
ozadja  
[%] 
Linearnost  
[R2] 
Meja 
določitve 
[µg/kg] 
Območje 
linearnosti 
[µg/kg] 
PAT- 89,5 92,5 0,9996 10 10 - 250 
PAT+ 51,1 74,8 0,9977 10 10 - 250 
 
Preglednica XLIII Ponovljivost in točnost pri dveh koncentracijah za vzorec, pripravljen iz jabolčnega soka 
 
Ponovljivost 25 µg/kg 
[RSD, %] 
Točnost 25 µg/kg 
[%] 
Ponovljivost 50 µg/kg 
[RSD, %] 
Točnost 50 µg/kg 
[%] 
PAT- 3,8 105,1 1,0 101,2 
PAT+ 12,4 72,7 0,4 100,6 
 
Preglednica XLIV Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje linearnosti za vzorec 
pripravljen iz jabolka 
 
Izkoristek 
postopka  
[%] 
Učinek  
ozadja  
[%] 
Linearnost 
 [R2] 
Meja  
določitve 
[µg/kg] 
Območje 
linearnosti 
[µg/kg] 
PAT- 41,5 90,2 0,9952 10 10-250 
PAT+ 30,3 29,5 0,9325 10 10-250 
 
Preglednica XLV Izkoristek postopka, učinek ozadja, linearnost, meja določitve in območje linearnosti za vzorec 
pripravljen iz jabolčnega čipsa 
 
Izkoristek 
postopka  
[%] 
Učinek  
ozadja  
[%] 
Linearnost 
[R2] 
Meja  
določitve 
[µg/kg] 
Območje 
linearnosti 
[µg/kg] 
PAT- 41,5 97,1 0,9853 10 10 - 250 
PAT+ 18,9 98,7 0,9977 10 10 - 250 
Metoda je ustrezna tudi za vzorec jabolka v negativni ionizaciji, zaradi kompleksnejšega 
matriksa pa je izkoristek za več kot tretjino slabši kot v jabolčnem soku (preglednica 
XLIV). Ponovljivosti in točnosti pri vzorcu jabolk in čipsa nismo preverjali zaradi 
razpoložljivosti manjših količin standarda patulina. 
Metoda za patulin v jabolčnem čipsu izkazuje še nekoliko slabši izkoristek kot v vzorcu 
jabolk, kar sproži vprašanje pomena prisotnosti vode v vzorcu in s tem sposobnost 
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izhlapevanja organskega topila, ki ga dodamo pri dodajanju standarda v vzorec – sami 
analiti se verjetno bolje vežejo v dehidriran matriks, zato imamo tudi slabši izkoristek. 
Tudi linearnost je nekoliko slabša kot v ostalih dveh matriksih, učinek ozadja pa je 
primerljiv za vse tri vzorce (preglednica XLV).  
Glede na slabše validacijske parametre v pozitivni ionizaciji za patulin smo ponovno 
potrdili, da je smiselno za kvantitativno določanje vsebnosti uporabljati negativno 
ionizacijo, pozitivna ionizacija pa služi kot dodatna potrditev prisotnosti patulina v vzorcu.  
Selektivnost metode za patulin smo potrdili v vseh treh vrstah jabolčnih izdelkov. V 
kromatogramu raztopine standarda patulina je prisoten samo en kromatografski vrh, ki je 
tudi ustrezno simetričen, kar je razvidno pri vseh MRM prehodih (kvali in kvanti v 
pozitivni in negativni ionizaciji) (priloga 9). V raztopini praznega vzorca jabolčnega soka 
ni interferenc, ki bi vizualno motile kromatografski vrh patulina nobenem od štirih MRM 
prehodov (priloga 10). V prilogi 11 pa je prikazan kromatogram realnega vzorca (doma 
pripravljena kašica za dojenčka jabolko/breskev z vidnimi znaki plesni), pozitivnega na 
patulin, pri čerem je razvidno, da je ostalo nespremenjeno razmerje odzivov med 
kvantitativnim in kvalitativnim MRM prehodom, tako v standardu kot tudi v realnem 
vzorcu, kar potrjuje, da je metoda ustrezna za vrednotenje prisotnosti patulina. 
4.3.1 Realni vzorci 
Izbrali smo 25 vzorcev jabolk ter pripravkov iz jabolk, med njimi tudi pet vzorcev, za 
katere je bilo večja možnost, da bi v njih odkrili patulin, in sicer gnilo jabolko, hruška in 
jabolko z modro – zeleno plesnijo, jabolko z oranžno plesnijo ter doma pripravljeno kašico 
za dojenčke, v kateri so bili vidni znaki plesni. V komercialnih izdelkih prisotnosti patulina 
nismo našli, zaznali pa smo ga v treh izmed petih vzorcev, ki so bili vidno slabše kvalitete. 
Preglednica XLVI Vsebnost patulina v realnih vzorcih podano v µg/kg 
 PAT- PAT+ 
Hruška z modro plesnijo 49167 7988 
Jabolko z modro plesnijo 70529 11545 
Ponesrečena domača kaša (jabolko breskev) 70,7 19,3 
Samo gnitje jabolka očitno ni dovolj, da nastal patulin, čeprav naj bi bila za to odgovorna 
plesen, ki ga proizvaja. Prav tako je očitno, da gnitje lahko povzročajo tudi plesni, ki ne 
proizvajajo patulina (in tudi ostali mikroorganizmi), saj v jabolku s prisotno oranžno 
plesnijo nismo zaznali prisotnosti iskanega toksina. Smo pa zato določili zelo visoko 
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vsebnost patulina v jabolku (70 mg/kg) in hruški (49 mg/kg), pri čemer smo za vzorec 
uporabili del, kjer je bila prisotna tipična modro – zelena plesen. Kot lahko vidimo v 
preglednici L, je predvidena vsebnost za patulin v pozitivni ionizaciji bistveno nižja, in 
smo te rezultate uporabili zgolj kot dodatno potrditev identitete patulina. 
Prav tako smo zaznali prisotnost patulina v doma pripravljeni otroški kašici iz jabolka in 
breskve, kjer je bila vidna prisotnost plesni. Vsebnost je bila 70,7 µg/kg, kar ni le nad 
zakonsko določeno mejo za otroško prehrano, ampak tudi nad mejo za vse izdelke iz 
jabolk. Vsebnosti patulina v kašici iz jabolka in bučke nismo zaznali (čeprav je bila 
pripravljena na isti način kot kašica jabolko – breskev, ki je vsebovala patulin ob času 
testiranja), vendar pa tudi ni bilo opazne prisotnosti plesni na tem izdelku, vseeno pa so 
bile vse kašice odstranjene iz shrambe po prvih znakih plesni v prvem lončku, in niso bile 
namenjene prehrani. 
Zelo zanimivo bi bilo primerjati vzorce, pripravljene iz istega jabolka, vendar iz različnih 
delov: plesnivega dela, z roba gnilega dela ter z zdravega dela, saj bi s tem lahko določili, 
če je jabolko, ki je na enem delu plesnivo (s prisotnostjo toksina), na drugem delu še vedno 
užitno oziroma koliko kontaminiranega dela moramo odrezati, da ne zaužijemo toksina. 
Podobno bi lahko preverili tudi pri kašici, vendar pa je v tem primeru težje, saj med 
transportom pride do mešanja tekočine v lončkih in s tem tudi razporejanja toksina po 
celotni vsebini (če seveda ni bil že prej enakomerno razporejen). 
Zanimiva bi bila tudi raziskava, v kateri bi pripravili jabolčni sok na več načinov, pri 
čemer bi uporabljali jabolka, ki so vidno plesniva, ter spremljali, kako različni načini 
obdelave soka vplivajo na prisotnost patulina v končnem izdelku. Podobno bi lahko 
preverjali tudi s pripravo sadjevca, za katerega pa je značilno da se zanj včasih uporablja 
tudi sadje nižje kvalitete. 
V prilogi 12 so predstavljeni rezultati primerjave izkoristka postopka in učinka ozadja v 
nekaterih vzorcih, za katere smo predvidevali, da bi se lahko obnašali drugače kot vzorci 
na katerih smo validirali metodo, predvsem zaradi njihove sestave. Med temi vzorci je 
viden trend, da manjša kot je vsebnost vode v vzorcu, slabši je izkoristek ekstrakcije, 
medtem ko se učinek ozadja bistveno ne spreminja. Pri vzorcu iz jagodnega soka je 
verjetno prišlo do prekrivanja vrhov z drugo snovjo iz soka, zato je odziv skoraj 300%, a le 
v pozitivni ionizaciji, ki pa ni bila izbrana za kvantitativno vrednotenje patulina. Hruška in 
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jabolko, okužena z modro plesnijo sta imela oba tako visoko vsebnost patulina, da 
izkoristka postopka in učinka ozadja nismo mogli določiti, saj so bile količine dodatka 
zanemarljivo majhne. Rezultati dodatnega preverjanje metode na realnih vzorcih so 
pokazali, da je vpeljana metoda za zaznavo prisotnosti patulina primerna za namen 
uporabe (priloga 11).  
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5 SKLEP 
V magistrski nalogi smo razvili in optimizirali metodo za zaznavo mikotoksinov v 
prehranskih vzorcih, ki so bogati s škrobom, sladkorji in maščobami, naknadno pa smo 
razvili tudi ločeno metodo za ekstrakcijo patulina iz jabolčnih izdelkov. 
Postopke priprave vzorca, izbrane iz različnih literaturnih virov, smo nekoliko 
poenostavili, poenotili in optimizirali, nato pa postavljeno metodo uporabili za analizo 
komercialnih in domačih vzorcev na osnovi žitaric, suhega sadja, oreškov in jabolk. Tako 
smo k škrobnim vzorcem poleg več vrst ovsenih kosmičev priključili še pecivo in kruh. K 
vzorcem z visoko vsebnostjo sladkorjev smo poleg rozin dodali še sušen ananas, maline, 
marmelado, korenje in paradižnikovo omako. Vzorci z visoko vsebnostjo maščob pa so 
vključevali različne oreške, arašidovo maslo in bučna semena. Patulin, ki ga proizvaja 
plesen, ki se značilno pojavlja na jabolkih, smo preizkušali v izdelkih iz jabolk ter v 
različnih mešanicah, ki so poleg jabolka vsebovale tudi drugo sadje in zelenjavo. 
Naprej smo razvili postopek za sočasno analizo sedmih mikotoksinov (brez patulina). Pri 
izbranih postopkih priprave vzorca smo prilagodili razmerje med vodo in različnimi 
organskimi topili za ekstrakcijo, pri čemer smo poenotiti postopek za vse analite v vseh 
treh tipih vzorcev (kosmiči, rozine in orehi) in izbrali ekstrakcijo z 25% vode v acetonitrilu 
kot organskem topilu. Ugotovili smo, da je učinek ozadja nekoliko manjši, če dodamo več 
soli, prečiščevanje vzorcev s heksanom pa smo za mastne vzorce izpustili, saj ni izboljšal 
učinka ozadja. Ker z rezultati enostopenjske ekstrakcije nismo bili zadovoljni, smo 
preverili še možnost dodatnega prečiščevanja vzorcev z dvema variantama disperzne SPE, 
in se v nadaljevanju odločili za SupelQuE, nakar smo postopek še optimizirali z dodatkom 
kisline, da smo povečali izkoristek ohratoksina A. V vseh treh tipih vzorcih smo uspešno 
ovrednotili vsaj 5 analitov od 7, v nadaljevanju pa bo potrebna še dodatna optimizacija 
postopka, zlasti za ohratoksin A (npr. korak brez dSPE, izbira druge soli). Meja določitve 
je ustrezna za vse analite, razen za ohratoksin A. Pri deoksinivalenolu je celo nekoliko 
nižja od zakonske meje za otroško hrano.  
V 20 komercialnih in domačih izdelkih in mikotoksinov nismo zaznali, kar niti ni 
presenetljivo, saj načeloma v Evropski uniji v primerjavi z državami tretjega sveta, ni 
veliko primerov slabe kvalitete hrane. Vseeno pa smo preveriti, ali metoda deluje v 
naravno kontaminiranih vzorcih močno plesnive hrane. Ocenili smo 24,7 µg/kg 
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ohratoksina A v plesnivem pecivu, kar je približno osemkrat nad zakonsko mejo za 
tovrstne izdelke. To samo po sebi ne predstavlja posebnega problema, saj je bil kos peciva 
zelo očitno plesniv. Naslednji pozitiven vzorec je bil plesniv kruh s koncentracijo 11,8 
µg/kg deoksinivalenola, kar je kar petdesetkrat nižje od zakonske meje. Analizirani 
mikotoksin zelo verjetno ni edini sekundarni produkt, ki ga proizvaja prisotna plesen, zato 
tak kruh vseeno ni primeren za uživanje. Glede na to, da je bila plesen na analiziranem 
delu komaj opazna, se poraja vprašanje, ali je pri hrani dovolj zgolj vizualni pregled za 
zaznavo prisotnosti mikotoksinov. Za oba prisotna mikotoksina smo koncentraciji v 
vzorcih ocenili, saj sta oba pod mejo določitve. 
V zelo plesnivi paradižnikovi omaki smo našli patulin, preseneča pa plesniva marmelada, v 
kateri nismo zaznali nobenega od obravnavanih analitov. Tudi v zelo plesnivih orehih 
nismo zaznali aflatoksinov ali ohratoksina A, kot smo pričakovali, ampak zearalenon v 
koncentraciji 75,5 µg/kg, česar pa ne moramo komentirati glede na zakonodajo, saj se 
njegova prisotnost nadzoruje le v žitaricah, otroški hrani in v koruznem olju. 
Postopek priprave vzorca za patulin smo optimizirali ločeno od ostalih mikotoksinov, pri 
čemer smo preverili optimalni volumen ekstrakcijskega topila ter še nekatere druge 
možnosti (dodatek kisline, vibracijsko mešalo, ultrazvok). Ovrednotenje metode smo 
izvedli na treh različnih vzorcih jabolčnih izdelkov (sok, sveže in suho sadje). Metoda je 
ustrezna in meja določitve je dovolj nizka, da je primerna za analizo otroške hrane. 
Od izdelkov iz jabolk smo testirali 21 vzorcev. Patulin smo našli v ponesrečeni doma 
pripravljeni kašici za dojenčke z vidno plesnijo pri koncentraciji 70,7 µg/kg, ter v jabolku 
in hruški, kjer je bila vidna prisotnost značilne modro – zelene plesni. V slednjih je bila 
vsebnost tako visoka (50000 – 70000 µg/kg), da je nismo mogli natančno določiti, saj je 
segala kar dvestokrat nad koncentracijsko območje metode. Dodatno smo pri realnih 
vzorcih vrednotili izkoristek ekstrakcije in učinek ozadja ter pokazali, da je vpeljana 
metoda za zaznavo prisotnosti patulina primerna za namen uporabe. 
Analizno metodo bo vsekakor potrebno še optimizirati, zlasti za ohratoksin A, in razširiti 
na ostale mikotoksine, ki jih regulira evropska zakonodaja (fumozini, H-2 in HT-2, citrinin 
in tropanski alkaloidi). Ne glede na to smo postavili osnovno orodje za nadzor prehranskih 
izdelkov. V nadaljevanju bi bilo smiselno nadzirati prisotnost mikotoksinov v prehranskih 
izdelkih, kjer se plesen razrašča žariščno (marmelade, jabolka, jogurti…) in ocenjevali, 
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koliko kontaminiranega izdelka je potrebno odstraniti, da je preostal del varen za uživanje, 
oziroma, ali je tak način 'reševanja' hrane sploh možen. Glede na rezultate testirane 
plesnive marmelade je morda tudi smiselno raziskati pogoje, pri katerih plesni sploh 
proizvajajo toksine. 
V smislu varovanja okolja bi bilo smotrno raziskati optimalno količino fungicida za zaščito 
rastline in skladiščene hrane ali krme pred pojavom plesni, s čimer bi bistveno omejili 
uporabljeno količino fitofarmacevtskih sredstev. Seveda so zelo pomembni dejavniki tudi 
vreme in rastna podlaga, zato je razlaga rezultatov zahtevna. V ta sklop bi lahko vključili 
tudi večletno študijo, pri kateri bi na podlagi suhih in deževnih dni v rastni sezoni, 
trajanjem sušnih obdobij in splošne zračne vlage ocenjevali sposobnost plesni za razrast in 
proizvodnjo mikotoksinov. 
Mogoče ne povsem povezana, a zelo pomembna je problematika plesni v bivalnih okoljih. 
Pogosto slišimo, da je škodljiva, vendar pa razen večjih gradbenih posegov v prostore 
redko slišimo za učinkovito in trajno rešitev za odstranjevanje plesni (48). Za začetek bi 
bilo zanimivo ugotoviti, katere plesni pravzaprav uspevajo v tako minimalističnih pogojih, 
v kakšnih pogojih, katere toksine proizvajajo, in nenazadnje – kakšne snovi zavrejo rast teh 
mikroorganizmov in, ali so varne za uporabo v zaprtih prostorih. Tovrstna raziskava ne bi 
reševala zgolj estetskega vidika stanovanj, temveč bi imela tudi preventivno noto za 
izboljšanje zdravja ljudi. 
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